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RESUMEN

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune sistémica con una prevalencia
mundial del 0,5 — 1% caracterizada por la inflamacion cronica de las articulaciones periféricas.
Cursa con dolor, edema y, en ausencia del tratamiento adecuado, destruccion progresiva de las
articulaciones afectas. La aparicion de terapias biologicas ha supuesto un gran avance en el
tratamiento de la AR. Sin embargo, entre un 20 — 30 % de pacientes no responden a estos
tratamientos, y un 40% lo hace parcialmente, por lo que se ha especulado con la posibilidad de
un efecto techo de los tratamientos que se dirigen contra dianas inflamatorias. Por ello, existe
un gran interés en explorar otras areas en busca de nuevas dianas terapéuticas, entre las que
destacan los mecanismos responsables de la adquisicion del fenotipo agresivo de los
sinoviocitos reumatoides. Durante el proceso inflamatorio de la AR, los sinoviocitos tipo
fibroblasto (FLS) sufren graves alteraciones y adquieren un fenotipo activado que se caracteriza
por un crecimiento descontrolado, la resistencia a la apoptosis, capacidad de migracion e
invasion y produccién de mediadores inflamatorios y metaloproteasas que degradan el
cartilago. Sin embargo, a pesar de su papel clave en la patogenia de la enfermedad todavia no

se han desarrollado terapias frente a estas células.

WNT5A es un ligando representativo de la via de sefializacion no candnica de WNT implicado
en la regulacién de la migracion y polaridad celular durante la morfogénesis embrionaria. De
hecho, su expresion es mas abundante durante las primeras etapas del desarrollo. Sin embargo,
en tejidos adultos se ha encontrado una expresién mantenida o aumentada en diversas
patologias, que incluyen cancer y varios trastornos inflamatorios como aterosclerosis, psoriasis
y AR. De hecho, varios estudios sugieren la contribucién de WNT5A en diferentes aspectos de

la patogenia de la AR.

Nuestros resultados indican que WNT5A contribuye al fenotipo agresivo de los FLS
reumatoides promoviendo su capacidad de migracion e invasion. Este efecto fue demostrado
no solo con la adicion de rWnt5a, sino también con el silenciamiento de la expresion enddgena
de WNT5A. Ademas, hemos encontrado que este efecto modulador es especifico de FLS de
pacientes con AR, ya que el tratamiento con rWnt5a en FLS de pacientes con OA no incrementd
su capacidad de migracion e invasion. La nueva contribucion de WNT5A a la migracion e
invasion de sinoviocitos reumatoides completa la ya conocida participacion de este ligando en

la induccion de mediadores inflamatorios por estas células. En este sentido, nuestro estudio



confirma la induccion de IL6 y CXCLB8/IL8, y muestra también que quimioquinas, como CCL2
y CXCLS5, y metaloproteasas de matriz, como MMP1, MMP3, MMP9 y MMP13, son inducidas
por rWntba en sinoviocitos reumatoides. Nuestros resultados han mostrado que, en los
sinoviocitos reumatoides, la sefializacion de WNT5A requiere al receptor RYK. Esta
interaccion activo las vias de sefializacion no candnica WNT/Ca?* y la rama de la via PCP que
involucra a ROCK. Ademas, la sefializacion de la via WNT5A/RYK conduce, a través de
ROCK, a la activacion de las MAP quinasas p38 y ERK y de la via PI3K/AKT.

Por otro lado, en este trabajo de tesis se ha mostrado que en el modelo murino de artritis por
transferencia de suero K/BxN la inhibicion de ROCK, mediante el inhibidor especifico Y-
27632, redujo la severidad de la artritis junto con disminucion de la inflamacion sinovial, dafio
del cartilago y erosion 6sea, asi como reduccién de la produccion de mediadores inflamatorios
en el tejido articular. Asi, un hallazgo de gran relevancia en nuestro trabajo es la marcada
reduccion de la erosion 6sea en los ratones artriticos tratados con Y-27632. Esto se debe a la
disminucion de la diferenciacion hacia osteoclastos, asi como a la reduccién de su capacidad
funcional, como se observd en experimentos in vitro. Ademas, nuestros resultados muestran
que este efecto no es caracteristico del modelo de artritis murina, sino que es extensible a la
AR, puesto que la inhibicion de ROCK redujo la diferenciacion y funcién de los osteoclastos

de pacientes con AR.

El conjunto de los datos obtenidos en este trabajo de tesis muestra, por primera vez, la
contribucion de la sefializacion de WNT5A/RYK/ROCK en el fenotipo agresivo de los

sinoviocitos reumatoides y en la erosion 0sea, en el contexto de la artritis reumatoide.
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INTRODUCCION

1. ARTRITIS REUMATOIDE
1.1. ASPECTOS GENERALES

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune sistémica caracterizada por la
inflamacidn crénica de las articulaciones periféricas que cursa con dolor, edemay, en ausencia
de tratamiento adecuado, incapacidad funcional, como consecuencia de la destruccion
progresiva de las articulaciones afectas.>? Es una de las enfermedades inflamatorias mas
comun, con una prevalencia a nivel mundial del 0,5 — 1%.® Las mujeres son tres veces mas
propensas que los hombres a la enfermedad, y aunque su comienzo puede ocurrir a cualquier
edad, es mas frecuente entre los 40 - 60 afios.* Aunque la distribucion de la AR es mundial, se
ha observado una alta prevalencia en poblaciones nativas americanas (entre el 5-6%).
Concretamente en Espafia, la prevalencia de la AR se sitda en el 0,8% para las mujeres y en el
0,2% para los varones.> Ademas, se observa menor prevalencia en areas rurales (0,2%) que
urbanas (0,6%).

Un porcentaje importante de los pacientes con AR presenta autoanticuerpos especificos. Los
autoanticuerpos mas importantes son el factor reumatoide (FR) y los anticuerpos que reconocen

proteinas modificadas postraduccionalmente.®

1.2. ETIOLOGIA

La AR es una enfermedad de etiologia desconocida, aunque la susceptibilidad a padecerla viene
determinada por factores genéticos, epigenéticos y ambientales.!

1.2.1. FACTORES GENETICOS

La AR tiene un fuerte componente genético. Asi, se ha estimado que este componente genético
supone aproximadamente un 60%,’® dejando la parte restante a factores epigenéticos y
ambientales. Se han identificado méas de 100 loci que contribuyen al desarrollo de la AR, la

mayoria relacionados con mecanismos inmunoldgicos.®

Los factores genéticos mas importantes asociados con la enfermedad pertenecen al complejo
mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC-II), también conocidos como sistema de
antigeno leucocitario humano (HLA).® Esta asociacion del HLA con la AR fue reconocida por
primera vez en 1976.%° Concretamente, el grupo de Stastny observé una asociacion significativa

entre distintos alelos del locus HLA-DRB1*04 con la AR. Una década después, Gregersen y
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col.!! identificaron una secuencia conservada de 5 aminoacidos que se extiende desde la
posicion 70 a la 74 rodeando al bolsillo de union a péptidos de la region hipervariable de la
cadena beta de la molécula DRBL1, region que participa en el reconocimiento antigénico. A esta
secuencia se le denominé epitopo compartido (EC) por ser comun en diferentes alelos
fuertemente asociados con la AR como son: HLA-DRB1*04 (*0401, *0404, *0405, *0408),
HLA-DRB1*01(*0101, *0102), HLA-DRB1*1001 y HLA-DRB1*1402.*? El EC, al situarse
en el bolsillo de unidn a antigenos, resulta esencial para el reconocimiento de antigenos por las
células T. Las moléculas HLA-DRB1 que contienen el EC inducen una respuesta inmunitaria
adaptativa mas amplia (facilitando el desarrollo de células T autorreactivas) debido su la
afinidad hacia ciertos péptidos y la seleccion de células T.® La presencia del EC ademas de
incrementar el riesgo de padecer AR, se ha asociado con un mayor grado de destruccién
articular asi como la presencia de manifestaciones extraarticulares y, por tanto, una mayor

gravedad de la enfermedad.®*®

A pesar del gran peso de la molécula HLA-DRBL1 en la susceptibilidad a la AR, esta molécula
solo representa del 30 al 50% de su componente genético'®’ por ello deben existir otros genes
que contribuyan en la AR fuera de esta region.® Entre ellos destaca el gen de la proteina
intracelular de la tirosina fosfatasa N22 (PTPN22). El polimorfismo de un solo nucle6tido en
este gen, lleva a la sustitucion de una arginina por un triptéfano generando una variante
funcional, denominada R620W, que constituye el segundo factor genético de susceptibilidad
para el desarrollo de la AR.%® Este gen codifica para una fosfatasa de tirosina linfoide (LYP).
La variante funcional R620W produce una ganancia de funcion de LYP que altera el umbral de
activacion de las células T.1%2 Otros genes de susceptibilidad son: el gen STAT4,21%2 factor de
transcripcion de genes especificos, incluido el interferon (IFN) vy, un indicador clave en la
diferenciacion a linfocitos T cooperadores de tipo 1 (Th1) y de tipo 17 (Th17); el gen TRAF1,%2
regulador de la sefializacion de la superfamilia de receptores de TNFa; el gen CLTA4,2 que
codifica un regulador negativo de las interacciones entre las células T y las células
presentadoras de antigenos y el gen PADI4,%* que codifica para la enzima peptidil arginina
deiminasa tipo IV (PAD4) implicada en la generacion de autoanticuerpos anti-proteinas

citrulinadas (ACPA), entre otros.
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1.2.2. FACTORES EPIGENETICOS

Entre los factores epigenéticos implicados en la patogenia de la AR destacan la metilacion del
acido desoxirribonucleico (ADN), la modificacion de histonas y la expresion de microARNs.?

El mecanismo epigenético de metilacion del ADN se basa en la adicciéon de grupos metilo al
nucleotido citosina cuando se encuentra dentro del dinucledtido CpG (citosina - fosfato -
guanina), resultando en la formacion de 5-metilcitosina.?®2” Estas secuencias CpG se agrupan
principalmente en regiones del promotor o sitios reguladores de genes por lo que la metilacion
del ADN provoca un silenciamiento transcripcional génico. Varios estudios demostraron una
metilacion anormal en células mononucleares (PMBCs), células T, sinoviocitos tipo
fibroblastos (FLS) y membrana sinovial de pacientes con AR.2%° Otros estudios en FLS
reumatoides revelaron la hipometilacion de genes de multiples vias relacionadas con la
enfermedad: la cascada del complemento, la adhesion y migracién celular, la resistencia a la

apoptosis y expresion de citoquinas proinflamatorias, entre otras.3*

Las histonas son pequefias proteinas globulares con colas N-terminales flexibles que se
proyectan desde el nucleosoma y, por tanto, estan disponibles para interacciones moleculares.®*
Estas colas pueden estar altamente modificadas. La modificacion de histonas comprende
acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitilacion, sumoilacion, ribosilacion de ADP,
deiminacion e isomerizacion de prolina. Estas modificaciones de las colas de las histonas
determinan la fuerza de la interaccion entre el ADN vy las histonas, modulando el grado de
condensacion o empaquetamiento de la cromatina y permitiendo asi la union con los factores
de transcripcion.® Entre las modificaciones importantes de las histonas, la metilacion es una
modificacion poco estudiada. El potenciador del homologo zeste 2, una enzima histona-lisina
N-metiltransferasa cuya funcion es la metilacion de histonas, ha sido relacionada con la
modulacion de la expresion de genes relacionados con la via de WNT, importante en la
activacion de los FLS.*® Otra modificacion de histonas relacionada con el fenotipo agresivo de
los FLS en pacientes con AR es la deacetilacion. Asi, estudios en modelos animales de artritis
con inhibidores de deacetilasa sugieren su importante papel en la patogenia de la AR atenuando

la inflamacion y el dafio articular.®

Los microARN (miARN) son é&cidos ribonucleicos (ARNs) no codificantes con

aproximadamente 22 nucle6tidos de longitud que desempefian un papel critico en el control de
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la expresion génica.>® Los miARN producen la degradacion del ARN mensajero (ARNm),
modulando de esta manera las respuestas celulares.3” Se han observado patrones de expresion
aberrantes para varios miARN en pacientes con AR en comparacién con controles sanos. En
concreto, se ha descrito un aumento de expresion del miARN — 221 en FLS y membrana
sinovial de pacientes con AR que induce un aumento de citoquinas inflamatorias, disminucion
de la tasa de apoptosis y aumento de la capacidad de migracion e invasion de los FLS.*® Otros
mMiIARNSs con expresion aumentada en FLS de AR son el miARN-155 y el 203. Su
sobreexpresion conduce a un aumento de produccion de metaloproteasas e interleuquinas

proinflamatorias en pacientes con AR.

1.2.3. FACTORES AMBIENTALES

Dentro de los factores ambientales relacionados con la AR, el tabaquismo es el factor de riesgo
mas estudiado y soélido asociado con la AR. Desde que en 1987 Vessey y col.®® sugirieron por
primera vez su implicacion, maultiples trabajos han relacionado el efecto del tabaco con el
desarrollo de la AR y con la presencia de autoanticuerpos y factores genéticos, como la
presencia del EC.3%%2 El tabaco se asocia principalmente con el riesgo de AR seropositiva. La
duracion e intensidad del hébito tabaquico incrementan este riesgo junto con la presencia del
EC.*° Esto sugiere una fuerte interaccion gen-ambiente entre los alelos del EC y el tabaco. La
principal hipdtesis patogénica de esta interaccion se basa en el aumento de la expresion de la
enzima peptidil arginina deiminasa (PAD) en pulmones de fumadores debido a la inflamacién
local de la mucosa.*® Esto favorece la citrulinacion de proteinas, la ruptura de la tolerancia y la
consecuente produccion de autoanticuerpos ACPAs preferentemente en individuos portadores
de genes con EC, que tienen mayor afinidad por péptidos citrulinados.** Sin embargo, también
existen evidencias en contra de esta hipotesis. Varios estudios muestran una ausencia de

correlacion entre el tabaquismo y la citrulinacion de proteinas a nivel pulmonar.*>4¢

En un trabajo posterior se relaciond la autoinmunidad de la AR con alteraciones en el
microbioma de varios tejidos, como la mucosa oral e intestinal.*” En esta linea, otros estudios
mostraron que la presencia de la bacteria Porphyromonas gingivalis en la mucosa oral, causante
de la periodontitis, se ha asociado con el riesgo de padecer AR.*“° Esta bacteria contiene
proteinas citrulinadas endogenas y expresa PAD similar a la humana, por lo que puede
participar en la citrulinacion de péptidos y generacion de ACPAs.>® Asi, la generacion de

autoanticuerpos por parte de P. gingivalis puede llevarse a cabo mediante un mecanismo similar
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al propuesto en el pulmon con la generacién de neo-autoantigenos (como péptidos citrulinados).
Otro mecanismo propuesto es la activacion repetida de la inmunidad innata a través de los
receptores tipo Toll (TLRs) o la pérdida de tolerancia del sistema inmunoldgico contra
autoantigenos a través del mimetismo molecular.*® En este sentido, a nivel intestinal se ha
descrito un aumento de bacterias del género Prebotella en pacientes con AR, aunque son

necesarios mas estudios para entender su papel.>

La exposicion a cristales de silice es el segundo factor ambiental mas asociado con el riesgo de
AR.*>? Al igual que el tabaquismo, la exposicion a la silice se ha asociado principalmente con la
AR seropositiva. Otros factores de riesgo ambiental son la dieta, el consumo de alcohol, café y
té, los niveles de hormonas femeninas y la administracion de anticonceptivos orales, aunque las

evidencias que los apoyan son limitadas.>

1.3. PATOGENIA

En la mayoria de los pacientes, la AR comienza varios afios antes de que la enfermedad clinica
sea evidente.r Asi, en la patogenia de esta enfermedad se distingue una fase preclinica, en la
que se inicia la respuesta autoinmune y no hay signos ni sintomas de la enfermedad y una fase
clinica, caracterizada por la inflamacion de la membrana sinovial que se acompafia de sintomas
y, como se ha mencionado antes, puede llevar a la destruccion del cartilago y hueso articular si

no se trata (Figura 1).1*

1.3.1. FASES DE LA ARTRITIS REUMATOIDE

En la fase preclinica se detectan determinadas anormalidades serolégicas, como la presencia de
autoanticuerpos, elevacion de la proteina C reactiva y aumento de citoquinas proinflamatorias.
La AR se considera una enfermedad autoinmune por lo que la presencia de autoanticuerpos es
una caracteristica distintiva de la misma. Como vimos en el apartado anterior, varios estudios
han planteado el inicio inmunoldgico en tejidos extraarticulares, como las mucosas, antes de
localizarse en la membrana sinovial. Las modificaciones postraduccionales de proteinas que
tiene lugar en estos tejidos extraarticulares pueden ser reconocidas por el sistema inmune como
extrafias, debido a una pérdida de tolerancia inmunoldgica, desencadenando la produccion de
autoanticuerpos.>® Las proteinas modificadas postraduccionalmente son reconocidas por células
presentadoras de antigenos (APC), como los macréfagos, células dendriticas y células B

activadas. Estos autoantigenos son reconocidos por linfocitos T circulantes que responden de
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manera autorreactiva y activan a los linfocitos B, provocando la liberacidn de autoanticuerpos
(Figura 1).

En la practica clinica destacan el factor reumatoide (FR) y los anticuerpos anti-proteinas
citrulinadas (ACPAs).%"®8 El FR, que reconoce la fraccion constante de la 1gG, fue el primer
autoanticuerpo detectado en pacientes con AR. Sin embargo, pese a estar presente en el 60-80%
de los pacientes con AR, es poco especifico dado que esta presente en otras enfermedades
autoinmunes. EI FR es producido por linfocitos B presentes en foliculos linfoides y en
estructuras similares a centros germinales que se desarrollan en la membrana sinovial
inflamada. El FR en la AR induce la formacion de inmunocomplejos en la membrana sinovial,
lo que provoca la activacion del complemento, la infiltracion de leucocitos y el incremento de
la inflamacion. Los ACPAs, presentes en el 80-90% de los pacientes, aparecen tras la
modificacion postraduccional de proteinas conocida como deiminacion o citrulinacion que
consiste en la transformacién enziméatica de los residuos de arginina en citrulina. Estos
autoanticuerpos son altamente especificos de la AR y su presencia estd asociada con una
destruccion articular méas severa, con mayor actividad de la enfermedad y peores tasas de
remision. EI FR y los ACPAs son detectados en el suero de pacientes entre 10 y 14 afios,
respectivamente, antes de que aparezcan los sintomas.®® Sin embargo, entre un 20-30% de
pacientes con AR son seronegativos para estos anticuerpos.®® En los ultimos afios se ha
analizado la presencia de autoanticuerpos frente a otras modificaciones postraduccionales, entre
los que destacan los anticuerpos anti-proteinas carbamiladas presentes en el 30-40% de los
pacientes, los anticuerpos anti-proteinas arginina-deiminasa tipo IV en el 22-45% de pacientes

con AR y anticuerpos anti-malondialdehido y malondialdehido acetaldehido, entre otros.>>°’
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Figura 1. Patogenia de la artritis reumatoide. En el desarrollo de la AR se diferencia una fase preclinica, en la
que se inicia la respuesta autoinmune, y una fase clinica. En la fase preclinica, en individuos genéticamente
susceptibles sometidos a diversos factores epigenéticos y ambientales se inicia una respuesta autoimune, con la
formacion de autoanticuerpos. En la fase clinica, el proceso de enfermedad migra de los 6rganos linfoides
secundarios a los tejidos periféricos, en particular al compartimento sinovial. Esta fase se caracteriza por la
infiltracion de células inmunes en la membrana sinovial, las cuales liberan mediadores inflamatorios lo que
estimula a los FLS de la capa intima de la membrana sinovial. Todo ello desencadena la inflamacién sinovial,
también llamada sinovitis reumatoide, y posterior destruccion articular. ACPAs: autoanticuerpos anti-proteinas
citrulinadas; APC: células presentadora de antigenos; FR: factor reumatoide; GM-CSF: factor estimulante de
colonias de granulocitos y monocitos; IL: interleuquina; MMPs: metaloproteasas de matriz; PG: prostaglandinas;
RANKL: ligando de receptor activador para el factor nuclear k; TNFa: factor de necrosis tumoral. Imagen de
autoria propia creada con BioRender.com.
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En la fase clinica, el proceso de enfermedad migra de los drganos linfoides secundarios a los
tejidos periféricos, en particular al compartimento sinovial (Figura 1). La inflamacion de la
membrana sinovial en mdultiples articulaciones, también llamada sinovitis reumatoide, es la
caracteristica principal de la AR. La membrana sinovial esta constituida por una fina capa de
tejido conectivo que recubre las superficies Oseas. Esta membrana proporciona soporte
estructural y nutrientes al cartilago y lubrica las superficies mediante la produccion de liquido
sinovial.%® Estéa constituida por dos compartimentos anatémicos y funcionales: la capa intima,
que esta en contacto con la cavidad intraarticular y la capa subintima que se une a la capsula
fibrosa de la articulacion. En condiciones fisioldgicas, la capa intima, con un grosor entre 20-
40 um, esta formada por una monocapa o bicapa avascular de sinoviocitos y la subintima, que
puede tener un espesor de hasta 5 mm, consiste en un tejido conectivo constituido por algunas
células, como adipocitos y fibroblastos, y capilares aislados. Esporadicamente se pueden
encontrar algun macréfago o linfocito. Los sinoviocitos de la capa intima se pueden clasificar
en dos tipos diferentes, tanto inmunohistoquimica como funcionalmente: los de tipo A, con
caracteristicas parecidas a los macrofagos, y los de tipo B, con caracteristicas parecidas a los
fibroblastos.®! Los sinoviocitos tipo macréfago son células con marcadores de superficie del
linaje macrofago que presentan un prominente aparato de Golgi asi como numerosas vacuolas,
mitocondrias y filopodios. Estas células tienen la funcion de fagocitar sustancias exdgenas
presentes en la cavidad articular y pueden actuar como células presentadoras de antigenos. Los
sinoviocitos tipo fibroblasto (FLS) son células mesenquimales con un extenso reticulo
endoplasmatico granular. Los FLS son responsables del mantenimiento de la matriz sinovial
con la sintesis de varios de sus componentes como laminina, colageno, fibronectina y

proteoglicanos entre otras proteinas y son los principales productores del liquido sinovial.

La sinovitis reumatoide se caracteriza por la infiltracion celular leucocitaria y el crecimiento de
la intima sinovial. Asi, células caracteristicas de la respuesta inmune se infiltran en el
compartimento sinovial, donde crean estructuras linfoides organizadas e interactian con células
residentes de la articulacion.® También se observa un aumento de la produccion de ACPA
amplificando la inflamacion mediante la activacion del complemento, macrofagos y
NETosis.288 Ademas de la infiltracion, se produce una gran expansion de la intima sinovial
por incremento y activacion de los dos tipos de sinoviocitos, tipo fibroblasto y tipo macréfago,

un aumento del liquido sinovial y una mayor vascularizacion en la zona afectada.
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La formacion de nuevos capilares o neoangiogénesis es uno de procesos histologicos que
primero se observa en la sinovia inflamada, lo cual es imprescindible para la migracion celular
y el mantenimiento de la sinovia hipertrofica.® El aumento de la vascularizacion es necesario
para la nutricién y crecimiento del tejido sinovial, dos pilares necesarios para la persistencia de

la sinovitis cronica.
1.3.2. MEDIADORES INFLAMATORIOS Y METALOPROTEASAS

Como se ha comentado anteriormente, distintos tipos celulares del sistema inmunoldgico como
neutrofilos, macrofagos, linfocitos B, células asesinas naturales (NK) y los linfocitos T migran
a la membrana sinovial.®® Esto conduce a la liberacién de mediadores inflamatorios como
citoquinas, quimioquinas, moléculas de adhesion, metaloproteasas de matriz (MMPs) y
especies oxidativas reactivas (ROS) que provocan la perpetuacion de la inflamacion y posterior

destruccién articular.

Las citoquinas participan en multiples procesos biolégicos como el crecimiento, proliferacion,
diferenciacion, inflamacion y regulacion de la respuesta inmune. Por ello, juegan un importante
papel en la patogenia de la AR promoviendo la migracion de leucocitos al compartimento
articular, activaciéon del sistema inmune adaptativo, proliferacion de células sinoviales e
inducen la secrecion de quimioquinas y MMPs por parte de los sinoviocitos tipo fibroblasto que
degradan el cartilago.®®®” En la inflamacion sinovial destaca el papel determinante de TNFa,
interleuquina (IL) 1B e IL6.

El TNFo desempefia un importante papel en la patogenia de la AR. Se produce principalmente
por macréfagos activados, pero también puede ser producido por monocitos, fibroblastos,
mastocitos y células NK.®" Estimula la proliferacion y diferenciacion de linfocitos B, linfocitos
T y células NK asi como la produccion de otras citoquinas proinflamatorias como IL1, IL6,
CXCLS8/IL8 y el factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF).
Ademas, promueve el dafio articular al inducir en los FLS la expresion de moléculas de
adhesion, como la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1), y la secrecion de enzimas
degradativas, como las MMPs, que degradan la matriz extracelular del cartilago. También se
ha implicado a esta citoquina en la formacion de osteoclastos independientemente del ligando

de receptor activador para el factor nuclear k B (RANKL).%86°
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La IL1B es producida principalmente por monocitos y macrofagos.’®’* Esta citoquina promueve
la activacion de leucocitos, células endoteliales, condrocitos y osteoclatos.”* Ademas estimula
la secrecion de MMPs por fibroblastos y neutrofilos, con la consiguiente degradacion del

cartilago.

La IL6 participa en numerosas funciones bioldgicas como la inmunorregulacién, inflamacion y
hematopoyesis.”> Es producida por linfocitos B, linfocitos T, monocitos, macréfagos,
queratinocitos, células endoteliales, FLS y células tumorales.t”’? Diversos estimulos como
otras citoquinas proinflamatorias (TNFa, IFNy e IL1B), infecciones virales o traumatismos
desencadenan la produccion de 1L6.72 Esta citoquina es la responsable de la transicion de la
inflamacién aguda a la inflamacion crénica, activando la expresion de moléculas de adhesion y
la migracién celular a las articulaciones afectadas. Asi, la IL6 se ha relacionado con el
proliferacion y diferenciacion de linfocitos B y T, reclutamiento de neutrofilos, produccion de
anticuerpos FR y ACPA, neoangiogénesis, activacion de osteoclastos y desregulacién de
RANK L/osteoprotegerina.t”®72 Ademas, induce la expresion de diversas quimioquinas,
principalmente atrayentes de monocitos, como: CCL2, CCL8, CXCL5 y CXCL6.7

Otras moléculas que participan en la perpetuacion de la inflamacion son las quimioquinas. Se
trata de citoquinas quimiotacticas que regulan la migracion de células inmunes en diversos
procesos fisioldgicos y patoldgicos.® Niveles elevados de quimioquinas en suero y liquido
sinovial de pacientes con AR se han asociado con la gravedad y/o actividad de la enfermedad.”
Son producidas principalmente por macréfagos y FLS. Se extravasan a los tejidos afectados a
través de su union a las células endoteliales y a los receptores de quimioquinas en los leucocitos
del torrente sanguineo.®>™* Ademas de la migracion leucocitaria, las quimioguinas inducen
proliferacion y diferenciacion celular, produccién de citoquinas, participan en la organizacién
linfoide, en la regulacion de la respuesta inmune adaptativa y, el consecuente, desarrollo de la

memoria inmunoldgica.

Las quimioquinas se clasifican en cuatro grupos en funcion de la ubicacion de los residuos de
cisteina en el extremo N de su secuencia primaria de aminoécidos: XC, CC, CXC y CX3C.%5"3
En la patogenia de la AR, las quimioguinas CXC promueven el reclutamiento de neutréfilos
(CXCL1, CXCL2, CXCL5 y CXCLS8/IL8), linfocitos T (CXCL10) y linfocitos B (CXCL13)

en la articulacion. Las quimioquinas CC inducen el reclutamiento de monocitos (CCL2, CCL3,
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CCL4, CCL5 y CCL7), linfocitos T, (CCL18, CCL19, CCL20, CCL21 y CCL25) y la entrada
de linfocitos B en la zona inflamada de la articulacion (CCL20).7

La degradacion del cartilago articular es otra de las caracteristicas de la AR. En este proceso
son especialmente importantes las MMPs, enzimas secretadas por los FLS capaces de degradar
moléculas de la matriz extracelular.” Las MMPs, endopeptidasas dependientes de zinc, son las
principales proteasas involucradas en la invasion y degradacion de barreras anatomicas. Entre
ellas, las colagenasas (MMP1 y MMP13), las estromielisinas (MMP3) y las gelatinasas
(MMP9) son especialmente importantes en la AR, correlacionandose la severidad de la AR con
sus niveles de expresion.®® Sin embargo, no parece que todas las colagenasas contribuyan al
dafio en la AR puesto que varios estudios han descrito el papel protector de MMP2.767

1.3.3. CELULAS IMPLICADAS EN LA PATOGENIA DE LA ARTRITIS
REUMATOIDE

LINFOCITOS T

En la AR, los linfocitos T juegan un papel fundamental en el desarrollo de la respuesta inmune,
como se ha mencionado anteriormente, asi como en la propagacion de la inflamacion y el dafio
tisular.®” Los linfocitos T activan células inmunes innatas, apoyan la activacion de linfocitos B,
secretan varias citoquinas y estimulan la activacion destructiva de condrocitos y
osteoclastos.®2%” En la sinovia reumatoide, el 30-50% de las células son linfocitos T, las células
mononucleares mas abundantes, y los linfocitos T CD4+ el principal subtipo. Este subtipo se
diferencia principalmente en células efectoras Thl y Thl7 que son responsables de la
produccion de citoquinas proinflamatorias, tales como IFNy y TNFa. Destaca la deficiencia en
la diferenciacion a células efectoras del tipo Th2 responsables de producir citoquinas
antiinflamatorias como 1L4, IL5 e IL13.787° Aunque se han detectado células T reguladoras que
podrian suprimir la inflamacion mediante la secrecion de IL10 y factor de crecimiento
transformante B (TGFp), estas células parecen funcionalmente deficientes en la sinovia

reumatoide.5’
LINFOCITOS B

Los linfocitos B sinoviales en la AR se localizan en infiltrados difusos o formando agregados

junto a los linfocitos T. De hecho, en algunos pacientes forman agregados linfoides ectépicos
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similares a los centros germinales de los 6rganos linfoides secundarios.®? Su papel patogénico
en la AR ha quedado demostrado por las terapias de deplecion de linfocitos B como el
rituximab, un anticuerpo anti-CD20, que ha permitido el control de la enfermedad en algunos
pacientes.®” Los linfocitos B contribuyen a la patogenia de la AR mediante la produccion de
autoanticuerpos, como el FR y los ACPAs, la presentacion de autoantigenos a los linfocitos T
y activacion de las mismas y la estimulacion de la secrecion de citoquinas proinflamatorias,
como TNFa e IL6, y quimioquinas que promueven la infiltraciéon de leucocitos en las

articulaciones.®’

NEUTROFILOS

Los neutréfilos son los primeros respondedores celulares a las agresiones patdgenas agudas.®°
Varias moléculas presentes en la articulacion inflamada como el leucotrieno B4, GM-CSF,
IFNy, IL1B, IL15 y TNFa promueven la infiltracion de neutrofilos a la articulacion.8! Asi, estas
células han sido reconocidos como importantes participantes en el inicio y progresion de la AR.
De hecho, se ha demostrado que la deplecion de neutrofilos o la inhibicién funcional de los
mismos reduce la inflamacion y el dafio 6seo en modelos experimentales de artritis.®! Varias
proteasas presentes en los granulos de los neutrofilos, como la elastasa, catepsina G y proteasa
3, juegan un importante papel en el dafio y la inflamacion de las articulaciones activando la
secrecion de citoquinas proinflamatorias, moléculas de adhesion y quimioquinas.®® Asi
mismo, en la AR los neutréfilos liberan diversas citoquinas, quimioquinas, prostaglandinas
(PG) y leucotrienos que conducen a un aumento del perfil inflamatorio asi como de RANKL,

responsable de la diferenciacion de los osteoclastos.

MACROFAGOS

Los macrofagos son células fundamentales en la fisiopatogenia de la AR. Actlian como células
APC que estimulan a los linfocitos T y contribuyen considerablemente a la destruccion
articular.82 Constituyen la principal fuente de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias,
como el TNFa y la IL1p, y activan una amplia gama de células no inmunes. Sin embargo,
también pueden producir citoquinas antiinflamatorias como IL10 sugiriendo la existencia de
macrofagos con distintas y diversas actividades funcionales. Asi, los macrofagos se caracterizan
por su plasticidad fenotipica y funcional pudiendo adquirir un continuo estado de polarizacion
dependiendo de las sefiales ambientales. Se distinguen dos fenotipos principales de macréfagos,

llamados macrofagos M1 y M2.828% |os macrdfagos activados M1 se caracterizan por una



INTRODUCCION

elevada expresion del MHC de clase I, liberacion de citoquinas proinflamatorias, generacion
de ROS y actividad tumoricida. Por otro lado, los macrofagos activados M2 expresan altos
niveles de citoquinas antiinflamatoria IL10, arginasa-1, factor estimulante de colonias de
macrofagos (MCSF) y TGF-B. En general, los macréfagos M1 predominan en las etapas
iniciales de la inflamacion mientras que los macr6fagos M2 impulsan la resolucion de la
inflamacidn, angiogénesis, remodelacion y reparacion de tejidos. Estudios en pacientes con AR
han revelado una relacion M1/M2 aumentada en pacientes con enfermedad activa que
promueve la osteoclastogénesis mientras que pacientes con baja actividad de la enfermedad o

en remision clinica muestran una mayor proporcion de macréfagos del tipo M2.82

OSTEOCLASTOS

Los osteoclastos son células gigantes multinucleadas derivadas del linaje monocito/macrofago,
capaces de resorber hueso.®* Estas células tienen la funcion de resorber hueso en procesos
normales de remodelacidn ésea sin embargo en ciertas patologias como la osteoporosis, artritis
reumatoide o cancer muestran un exceso de actividad dando lugar una pérdida de masa 6sea.®®
El desarrollo de los osteoclastos esta bajo el estricto control de los osteoblastos, que son las
células formadoras de hueso.® Las células del linaje de osteoblastos expresan dos citoquinas
esenciales para la diferenciacion de osteoclastos, MCSF y RANKL, asi como osteoprotegerina,

un receptor sefiuelo para RANKL.

Durante la patogenia de la AR, los precursores de osteoclastos migran a la interfaz entre el
tejido sinovial inflamado y la superficie del hueso periarticular donde sufren procesos de fusion,
dando lugar a los osteoclastos multinucleados maduros.8*8587 Tras la sefial de activacion, los
osteoclastos multinucleados se polarizan y se enfrenta a la superficie dsea a través de estructuras
especializadas que se denominan podosomas y forman un ribete en cepillo, en cuyos extremos
se encuentran las integrinas que se van a unir a la matriz.®> De este modo, los osteoclastos se
adhieren firmemente a la superficie 0sea a traves de interacciones con integrinas y proteinas de
la matriz extracelular, asi como ensamblando uniones que sellan la superficie Osea y el
osteoclasto y, por tanto, separan el hueso del espacio extracelular circundante.®* Las bombas de
protones a lo largo del ribete en cepillo de los osteoclastos crean un medio acido que permite la
solubilizacion del calcio del hueso. Las enzimas de matriz sintetizadas por el osteoclasto,
incluidas la catepsina k, la MMP9 vy la fosfatasa &cida resistente al tartrato (TRAP), son las

encargadas de la degradacion de la matriz 6sea. Sus efectos se manifiestan tanto como erosiones
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6seas localizadas en la region periarticular como por una disminucion de la densidad 6sea méas

difusa.®®
SINOVIOCITOS TIPO FIBROBLASTO (FLYS)

Los sinoviocitos tipo fibroblasto también Ilamados sinoviocitos reumatoides son células
mesenquimales residentes en la membrana sinovial que expresan proteinas caracteristicas del
linaje de fibroblastos, como vimentina, colageno tipo IV y V, y el marcador de superficie CD90,
también conocido como glicoproteina de membrana THy-1.507> Estas células tienen
caracteristicas Unicas que los distinguen de otros fibroblastos. De este modo, los FLS muestran
un alto contenido de proteinas de adhesion, como proteina 1 de adhesion de células vasculares
(VCAM-1) y cadherina-11. La cadherina-11 es esencial en el mantenimiento de la integridad
de la sinovia en condiciones fisiologicas por su papel clave en la agregacion homotipica de los
FLS. También expresan el factor de aceleracion de desintegracion del complemento (CD55),
no presente en otros fibroblastos, y la enzima uridina difosfoglucosa deshidrogenasa (UDPGD)
que les confiere la capacidad de sintetizar acido hialurénico, componente fundamental del
liquido sinovial y matriz extracelular. También secretan lubricina, otra proteina fundamental
para la lubricacion de las articulaciones. Ademas, los FLS participan en el remodelado de la
membrana sinovial, con la secrecion de enzimas que destruyen la matriz extracelular como las
MMPs y sus inhibidores especificos (TIMPs) (Figura 2).">#°

1.3.4. CARACTERISTICAS DE LOS SINOVIOCITOS REUMATOIDES

Durante el proceso inflamatorio de la AR, los FLS sufren graves alteraciones adquiriendo un
fenotipo activado. Este fenotipo se mantiene en ausencia del estimulo inflamatorio y constituye
la base de su comportamiento agresivo.”>8%% Este nuevo fenotipo se caracteriza el crecimiento
descontrolado y la resistencia de estas células a la apoptosis.” Asi se forma un tejido sinovial
hiperplésico denominado pannus que actdia como un tumor localmente invasivo.®%8 El pannus
estd compuesto por macréfagos, osteoclastos y FLS invasivos con relativamente pocos
linfocitos. Varios estudios han sugerido que los FLS durante la AR son hiperproliferativos,
dividiéndose mas rapidamente que los FLS normales.®? En esta linea, se ha observado
sobreexpresion de varios factores de crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) y el factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF), en FLS. También

se han descrito mutaciones y/o sobreexpresion de proteinas que regulan la proliferacion. Asi, la
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expresion y actividad de ERK, una proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK), y de varios
oncogenes, estan aumentadas en la sinovia inflamada. Sin embargo, el alto grado de hiperplasia
observado en la membrana sinovial no se debe Unicamente a un aumento en la capacidad de
proliferacion de los sinoviocitos reumatoides. La resistencia de estas células a la apoptosis

genera un desequilibrio entre los procesos de proliferacion y apoptosis que contribuye

finalmente a la hiperplasia sinovial.”%2

RECEPTORES .
TNFR lLR TLR2 MOLECULAS DE

ADHESION
L1 NO
IL6 . O ‘ |
IFNY
TNFa '|' Osteoblasto

MMPs
JAK,
PI3K/AKT
Cad11 VCAM DKK1

ICAM

PGE, &~ - @ i NF - kB, '/

AP-1, STAT

Angiopoyesis

(o]
® 0 o CCL3 RANKL

(&) ccL4
® o® CCLS . MHC Trombospondina
cxc1 CCL20 .
Vom0 G cD4a7
sanguineo CXCLB/ILS TCR

||_1 5\ /. w6,
%“W/L e §
Linfocito T Osteoclasto

Macréfago

Neutréfilo

Figura 2. Caracteristicas de los sinoviocitos reumatoides. Los FLS responden a diversos mediadores
inflamatorios mediante la activacion de multiples vias de sefializacién intracelular: la via JAK, MAPK y
PI3K/AKT. Estas vias activan diversos factores de transcripcién, como NF-kB, AP-1 y STAT, que inducen la
expresién de maltiples citoquinas, quimioquinas y MMPs. La secrecion de 1L15 activa a los linfocitos T. El
aumento de expresién de COX-2 e iNOS lleva al aumento de produccién de PGE2 y NO, respectivamente. El
aumento de produccion de bFGF, VEGF, IL18 y angiopoyetinas estimula la neovascularizacién y un aumento del
flujo de sangre. La secrecion de RANKL y DKK1 da como resultado un aumento de la degradacion de la
articulacion por la activacion de los osteoclastos e inhibicion de los osteoblastos, respectivamente. AP-1: proteina
activadora 1; bFGF: factr basico de crecimiento de fibroblastos; Cad11: cadherina 11; COX-2: ciclooxigenasa-2;
DKKZ1: dickkopf 1; ICAM: molécula de adhesién intracelular-1; ILR: receptor interleuquina; iNOS: éxido nitrico
sintetasa inducible; JAK: janus quinasa; MAPK: proteina quinasa activada por mitdgeno; MHC: complejo mayor
de histocompatibilidad; MMPs: metaloproteasas de matriz; NF-kB: factor nuclear kB; NO: dxido nitrico; PGE2:
prostaglandina E2; PI3K/AKT: fosfoinositol 3 quinasa/proteina quinasa B; RANKL.: ligando de receptor acivado
para el factor nuclear k B; TCR: receptor de células T; TLR2: receptor tipo Toll 2; TNFa: factor de necrosis
tumoral; TNFR: receptor del factor de necrosis tumoral; VCAM: proteina de adhesion de células vasculares;
VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular. Imagen de autoria propia creada con BioRender.com.
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Ademas, los FLS contribuyen a perpetuar el proceso inflamatorio de la sinovia mediante
diferentes mecanismos. Responden y producen mediadores inflamatorios como IL1B, 4, 6, 8,
10, 12, 13, 15, 17, 18, 21, TNFa, TGFp, IFNy, distintas quimioquinas, péptido intestinal
vasoactivo (VIP), la enzima éxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) y participan en la
regulacion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y prostaglandina E2 (PGE_,)."8%%2 Asi, contribuyen
a la activacion de linfocitos T, neutréfilos y macréfagos. De hecho, varios factores importantes
para la maduracion de las células B, como el factor activador de células B (BAFF) y el ligando
inductor de proliferacion (APRIL), son producidos por sinoviocitos reumatoides.®® Ademas, los
FLS secretan factores proangiogénicos, incluidos el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), bFGF, IL6, 1L18, VCAM-1, ICAM-1 y CXCL12 que contribuyen al crecimiento de

la red de vasos sanguineos necesaria para sostener la formacion del pannus (Figura 2).%°

Por otro lado, los sinoviocitos reumatoides adquieren la capacidad de migracién e invasion,
permitiéndoles adherirse al cartilago. Una caracteristica de la activacion de los FLS es la
expresion de moléculas de adhesion que median su union al cartilago.®® Entre las moléculas de
adhesidn que contribuyen a este proceso destacan las integrinas b1, como VLA-3, VLA y VLA-
5. Los FLS una vez adheridos, crean estructuras de invasion y liberan enzimas de degradacion
de la matriz, las MMPs.”>8 Ademas, los FLS son importantes promotores de la erosion dsea
por su capacidad para secretar RANKL. Este ligando junto con MCSF produce la diferenciacion
de los osteoclastos.” En este sentido, el estudio de Hardy y col.** ha mostrado que los FLS
reumatoides producen Dickkopf 1 (DKK1), un antagonista de la sefializacién de WNT, que

bloquea la funcién de los osteoblastos, impidiendo asi la regeneracion del tejido dseo.

Por lo tanto, en la artritis reumatoide los sinoviocitos tipo fibroblasto no son meros
espectadores, sino agresores activos que contribuyen de forma critica a la cronicidad y al dafio
de la enfermedad. Sin embargo, a pesar de su papel clave en la patogenia de la enfermedad

todavia no se han desarrollado terapias frente a estas células.

1.3.5. VIAS DE SENALIZACION INTRACELULAR Y FACTORES DE
TRANSCRIPCION EN LOS SINOVIOCITOS REUMATOIDES

A nivel celular, en los sinoviocitos reumatoides se activan varias vias de sefializaciéon

intracelulares que conducen a la activacion de diversos factores de transcripcion (Figura 2).
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Las principales vias de transduccion de sefiales involucradas en la patogenesis de la AR son: la
via de janus quinasa (JAK), la via de las MAPKs y la via fosfoinositol 3 quinasa/proteina
quinasa B (PISK/AKT).%2

La via de JAK comprende una via de sefializacion entre los receptores extracelulares de
citoquinas y el ndcleo celular.® La familia JAK se compone de varios subtipos diferentes, en
particular JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2.% Las principales citoquinas que operan a través de esta
via incluyen IL4, 6, 10, 12, 23, GM-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos
(GCSF), eritropoyetina, trombopoyetina, leptina y hormona del crecimiento. Su activacion
provoca un cambio conformacional y la autofosforilacion de la proteina JAK que lleva a la
regulacion transcripcional de genes gque coordinan la proliferacion, diferenciacion, activacion y

homeostasis metabdlica celular.%°°6

Las MAPKSs comprenden una familia de quinasas serina/treonina que se dividen en tres grandes
grupos: p38, quinasa N-terminal del homologo celular del protoncogen Jun (JNK) y quinasa
regulada por sefial extracelular (ERK).%? Las MAPKSs se activan mediante una cascada de
sefializacion que implica tres niveles: un primer nivel que incluye MAPK quinasa quinasas
(MAPKKK) y responde a estimulos inflamatorios, tales como IL1f3, TNFa, lipopolisacéridos
(LPS) y estrés osmotico, un nivel medio de MAPK quinasas (MAPKK) activadas por
MAPKKK vy el tercer nivel que incluye a las MAPKs p38, INK y ERK.” Todas ellas migran al
nacleo donde fosforilan y activan importantes factores de transcripcion, como NF-«xB y la

proteina activadora 1 (AP-1).

La via de las MAPKS se ha implicado en la regulacion de procesos celulares como
supervivencia, apoptosis, proliferacion, diferenciacion y estrés celular y en respuestas
inflamatorias.’” Concretamente en la AR, la MAPK p38 regula varios procesos, como la
migracion de leucocitos a la articulacion, la produccién de mediadores proinflamatorios (IL6,
CXCLS8/IL8, MMP1, MMP2, COX-2) y la angiogénesis.®” Ademas, p38 regula la
diferenciacion de los osteoclastos mediante la sintesis y activacion de RANKL.%® La
importancia de esta MAPK se ha demostrado en una amplia variedad de modelos de animales.
Asi, la inhibicion de p38 redujo le evolucion clinica de la artritis, la inflamacion articular, la
degradacion del cartilago y la erosion 6sea en el modelo de artritis inducida por pared celular
estreptocdcica, en el modelo de artritis inducida por colageno tipo Il (CIA) y en la artritis

inducida por adyuvante.®” La MAPK JNK interviene en la produccion de MMP colagenasas.
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De hecho, ratones deficientes para esta MAPK mostraron niveles reducidos de MMP1, MMP3
y MMP13.%” Ademas, JNK tiene un papel en la osteoclastogénesis puesto que precursores de
osteoclastos deficientes para JNK no maduran ni son capaces de resorber hueso.*® Asi la
inhibicion de Jnk en el modelo de artritis inducida por adyuvantes no solo mejoro la inflamacion
sino que también redujo la destruccion articular.’®® La MAPK ERK destaca en la AR por su
papel en la fase de mantenimiento de la enfermedad al promover la formacion del pannus,
debido a la induccion de la fosfolipasa A2, la sintesis de prostaglandinas y el aumento de

infiltrado celular a la articulacion.®’

La via PI3K estd implicada en la regulacion del crecimiento celular, proliferacion,
supervivencia asi como migracion celular.’®® Las PI3K son una familia de enzimas que
fosforilan la posicion 3’-OH del anillo de inositol de los fosfoinositoides. Estas enzimas se
activan gracias a una amplia variedad de estimulos como factores de crecimiento, mediadores
inflamatorios, hormonas, neurotransmisores, inmunoglobulinas y antigenos. La estimulacién
de PI3K lleva a la activacion de la proteina AKT, la cual fosforila distintas proteinas, regulando
su actividad positiva 0 negativamente. Estas moléculas diana estan involucradas en diferentes
procesos celulares, que van desde la progresion del ciclo celular a la supervivencia celular,
desgranulacion, metabolismo, biogénesis ribosomal, traduccion, transcripcién y motilidad
celular.1® Experimentos realizados en ratones deficientes de Pi3k desarrollaron menos artritis

debido a una disminucidn de la migracion de neutréfilos. %

Los factores de transcripcion NF-kB, AP-1 y STAT activados por estas vias inducen la
transcripcion de genes implicados en inflamacién, supervivencia celular, proliferacion y

diferenciacion.

NF- kB es un factor de transcripcion clave en la AR, puesto que regula la expresion de mas de
70 genes relacionados con la inflamacion, como citoquinas, factores de crecimiento, COX-2,
RANKL vy proteinas antiapoptoticas, entre otros.® Distintos estudios en tejido sinovial y FLS
de pacientes con AR han mostrado la activacion de NF-kB. También se ha descrito incremento
de la actividad de NF-kB en fases muy precoces de la artritis inducida por colageno en ratones

y en la artritis por adyuvante en ratas.®®

El factor de transcripcion heterodimérico AP-1 estd compuesto por proteinas pertenecientes a
las familias fos y jun.®? La actividad del factor de transcripcion AP-1 se relaciona directamente
con la gravedad de la AR al regular la proliferacion de FLS y la expresion de MMPs.
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El factor de transcripcion STAT es activado principalmente por la via de JAK.% A través del
proceso de autofosforilacion de JAK, se crea un sitio de acoplamiento para la proteina STAT
que, a su vez, sufre fosforilacion. Las proteinas JAK facilitan el transporte o la translocacion
del factor de transcripcion STAT al nucleo celular donde se inicia la expresion génica seguida
de la sintesis de proteinas. Actualmente se conocen 7 moléculas distintas para STAT, de las
cuales STAT3 se relaciona directamente con la AR por su capacidad para promover la

angiogénesis, inhibir la apoptosis de los fibroblastos y promover la expresion de MMPs. 1%

1.4.  MANIFESTACIONES CLINICAS Y CRITERIOS DE CLASIFICACION

Los sintomas caracteristicos de la artritis reumatoide son rigidez matutina, dolor e inflamacién
articular.'® Estos sintomas aparecen principalmente en las articulaciones de los dedos de manos
y pies (articulaciones interfalangica proximal, metacarpofalangica y metatarsofalangica)
aungue puede afectar a cualquier articulacion sinovial del organismo (rodillas, pies, manos,
codos y columna cervical), exceptuando las articulaciones interfalangicas distales y las
articulaciones axiales. Esta afectacion suele ser simétrica y poliarticular. Sin el tratamiento
adecuado, la enfermedad evoluciona hacia la destruccién articular que ocasiona deformacion

de las articulaciones y deterioro funcional irreversible.

La AR es una enfermedad sistémica que se asocia con manifestaciones clinicas
extraarticulares.!® Los pacientes presentan con frecuencia sintomas generales como malestar,
fatiga y fiebre. Otras manifestaciones extraarticulares comunes son: 0jos secos asociado con
gueratoconjuntivitis seca (en aproximadamente el 45% de los pacientes), xerostomia por
sialoadenitis (40%), nddulos reumatoides subcutaneos en la superficie extensora del antebrazo
(35%), entumecimiento de manos y pies asociado con neuropatia compresiva (25%) y
acortamiento de la respiracion de esfuerzo o tos seca debido a neumonia intersticial (15%). La
aparicion de comorbilidades es frecuente en pacientes con AR. La enfermedad cardiovascular
es comudn en la AR y en los ultimos afios se ha observado un aumento de la incidencia de
enfermedad pulmonar intersticial en pacientes con artritis reumatoide.! Como consecuencia, la
esperanza de vida de los pacientes con AR es aproximadamente 10 afios menor que la de la
poblacion general.'® Por lo tanto, el diagnostico y tratamiento adecuados en las fases precoces
de la enfermedad son claves para controlar el proceso inflamatorio y evitar el dafio articular y

la pérdida funcional.
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La Asociacion Americana de Reumatologia (ACR) estableci6 en 1987 unos criterios
diagnosticos para la AR que permitian discriminar pacientes con AR establecida de aquellos
que padecian otra enfermedad reumatica (Tabla 1).1% Segun estos criterios un paciente puede
ser clasificado como AR si cumple como minimo 4 de los 7 criterios y, si ademas, los criterios

clinicos (los cuatro primeros) estan presentes al menos durante 6 semanas.

Tabla 1. Criterios de clasificacion de la artritis reumatoide segin la ACR (1987). Tabla adaptada de Arnett
el al.1%, con permiso de John Wiley and Sons.

CRITERIOS DE DESCRIPCION
CLASIFICACION
Rigidez matutina en las articulaciones que dura al menos 1 hora
1 Rigidez matutina antes de la maxima mejoria

Al menos 3 areas articulares inflamadas simultdneamente objetivadas
. . por un médico. Las 14 posibles areas articulares son: interfalangica
Artritis de 3 0 més ! o - . -
2 articulaciones proximal, metacarpofalangica, mufieca, codo, rodilla, tobillo y
metatarsofalangica.

Al menos un &rea inflamada (de las ya descritas en el criterio 2) en la
- articulacion de la mufieca, metatarsofaldngica o interfalangica
3 Artritis de manos -
proximal
Afectacion simultanea de las mismas areas articulares (descritas en el
criterio 2) en ambos lados del cuerpo (participacion bilateral de
4 Artritis simétrica articulacion interfalangica proximal, metacarpo- y metatarsofalangica
es aceptable sin simetria absoluta)

Nodulos subcutdneos sobre prominencias 0Oseas, superficies
5  Nédulos reumatoides extensoras 0 en zonas yuxtaarticulares observados por un médico

Valores anormales de factor reumatoide sérico por cualquier método
L ara el cual el resultado ha sido positivo en el 4% de los sujetos
6  Positividad parael FR P P |
control normales

Cambios radiograficos tipicos de la artritis reumatoide en radiografias
postero-anteriores de la mufieca y mano, en las cuales deben incluir
erosiones o descalcificaciones dseas localizadas en las articulaciones
afectas.

7  Cambios radiograficos

Sin embargo, estos criterios presentan baja sensibilidad para el diagnostico en estadios
tempranos, precisamente el momento en el que los pacientes se pueden beneficiar mas del
tratamiento.® Por este motivo, en el afio 2010 la ACR junto a la Liga Europea contra las
enfermedades reumaticas (EULAR) desarrollaron nuevos criterios de clasificacion para la AR
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(Tabla 2).1%7 Estos criterios evalGan el nimero y tipo de las articulaciones implicadas, la
presencia de autoanticuerpos (ACPA y FR), los reactantes de fase aguda y la duracion de los
sintomas. Se aplican sobre una poblacion diana que presente al menos 1 articulacion con
sinovitis clinica (hinchazon) y que ésta no pueda explicarse por la presencia de otra enfermedad.
Para que un paciente sea clasificado como AR debe alcanzar una puntuacion igual o superior a
6 en el siguiente sistema de puntuacion (Tabla 2).

Tabla 2. Criterios de clasificacion de la artritis reumatoide segiin la ACR/EULAR (2010). Tabla adaptada
de Aletaha y col.%”, con permiso de John Wiley and Sons.

CRITERIOS DE CLASIFICACION PUNTUACION
1 AFECTACION ARTICULAR
1 articulacion grande 0
2-10 articulaciones grandes 1
1-3 articulaciones pequefias (con o sin afectacion de articulaciones grandes) 2
4-10 articulaciones pequefias (con o sin afectacién de articulaciones grandes) 3
>10 articulaciones (al menos una pequefia) 5
2 SEROLOGIA
FR y/o ACPA negativos 0
FR y/o ACPA positivos (titulos bajos) 2
FR y/o ACPA positivos (titulos altos) 3
3 REACTANTES DE FASE AGUDA
PCR 0 VSG normales 0
PCR 0 VSG elevadas 1
4 DURACION DE LOS SINTOMAS
< 6 semanas 0
> 6 semanas 1

El desarrollo de estos nuevos criterios posibilita clasificar a los pacientes con la enfermedad
menos evolucionada, lo que permite el inicio precoz del tratamiento mejorando asi el pronostico

a largo plazo.

1.5. TRATAMIENTO DE LA ARTRITIS REUMATOIDE

El EULAR recomienda iniciar el tratamiento inmediatamente después de que se haga el
diagndstico de AR.1% Ademas, varios estudios han demostrado que el tratamiento de pacientes
con AR temprana puede aumentar la tasa de éxito a largo plazo.1%1° Esto sugiere que existe
un periodo concreto de tiempo, denominado “ventana de oportunidad”, durante el cual la AR
es mas susceptible al tratamiento y donde el proceso inflamatorio puede ser modificado o
incluso invertido.!'!12 Este tiempo critico se estima que dura entre 15- y 20 semanas desde el

inicio de los sintomas.'*2
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Los tratamientos farmacoldgicos utilizados en la AR incluyen a los glucocorticoides (GC) y a
farmacos modificadores de la enfermedad (FAME).!!? Estos ultimos a su vez pueden ser
sintéticos (FAMEs; pequefias moléculas quimicas administradas por via oral) o bioldgicos
(FAMED; proteinas administradas por via parenteral). Dentro de los sintéticos se diferencian
dos grupos: los convencionales (FAMEsc), entre los que destaca el metrotrexato (MTX), y los
dirigidos contra una molécula especifica, llamados farmacos sintéticos dirigidos (FAMEsd).
Estos se distinguen de los convencionales en que son moléculas quimicas sintetizadas contra
una molécula diana especifica. El tofacitinib, baricitinib y upadacitinib, inhibidores de la
transduccion intracelular de JAK, conforman los FAMEsd.*!'* Los FAMED se clasifican en 4
grupos segun sus dianas terapéuticas: inhibicion de TNFa (etanercept, infliximab, adalimumab,
golimumab y certolizumab), inhibicion del receptor de IL6 (tocilizumab y sarilumab),
deplecion de linfocitos B (rituximab) y blogueo de la coestimulacion de linfocitos T
(abatacept).!!® Para algunos de estos FAMED (infliximab, etenercept, adalimumab y rituximab)
existen biosimilares menos costosos y con algunas diferencias fisico-quimicas respecto de sus

correspondientes bioldgicos originales.

El objetivo principal del tratamiento consiste en la supresion de la inflamacién, lo que previene
la progresion del dafio articular, la aparicion de manifestaciones extraarticulares vy
comorbilidades asociadas. Puesto que la AR es una enfermedad cronica y, por lo tanto,
incurable, el objetivo de la estrategia terapéutica ideal consiste en alcanzar la remision del
paciente o al menos una baja actividad de la enfermedad.'%®!> Para medir la actividad y la
respuesta al tratamiento se deben utilizar indices compuestos validados, en los que siempre
deben incluirse, al menos, los recuentos articulares, los reactantes de fase aguda y las
valoraciones del paciente, del médico o ambas. Los indices “disease activity score 28~
(DAS28), indice simplicado de actividad de la enfermedad (SDAI) y el indice clinico de
actividad de la enfermedad (CDAI) se utilizan ampliamente para evaluar la actividad de la
enfermedad.'® La consecucion del objetivo terapéutico implica la modificacion del tratamiento
cuando no se consigue, lo que se conoce como “tratamiento hasta conseguir el objetivo” o “treat
to target”.!*® La modificacion puede ser un cambio del tratamiento, una intensificacion del

mismo o una infiltracion.

El EULAR!® y la ACR han publicado varias guias de tratamiento desde el afio 2010, que se

centran principalmente en la terapia farmacoldgica y en las estrategias terapéuticas. En la Figura
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3 se esquematiza la estrategia terapéutica publicada recientemente por el EULAR. En resumen,
una vez diagnosticado al paciente de AR el tratamiento debe iniciarse con MTX combinado con
GC excepto en pacientes que presenten contraindicaciones o intolerancia al MTX, en los que
se puede utilizar otros FAMES, como la sulfasalacina (SSZ) o la leflunomida (LEF). El objetivo
debe ser alcanzado, al menos, parcialmente, a los 3 meses y como maximo a los 6. Durante este
periodo deben hacerse valoraciones con regularidad (entre 1 y 3 meses) para ajustar el
tratamiento, si es preciso. Si la respuesta no es suficiente, se recomienda utilizar una
combinacion de varios FAMESsc en el caso de que el paciente no presente factores de riesgo o
de mal pronoéstico. Estos factores incluyen la alta actividad de la enfermedad a pesar del
tratamiento previo con FAMEsc, los titulos altos de ACPAs o FR y el dafio articular temprano.
Si existen estos factores de mal prondstico, se valora el tratamiento con un FAME biologico o
con un sintético dirigido, en monoterapia o en combinacion con un FAMEsc. Debe iniciarse el
tratamiento con un segundo bioldgico en el caso de que con el primero no se consiga una
respuesta adecuada o por aparicion de efectos adversos. Una vez alcanzada la baja actividad o
la remision durante al menos 6 meses, se contempla la reduccion del tratamiento, sobre todo de
los tratamientos bioldgicos por sus posibles efectos adversos o toxicidades. Esta reduccion del
tratamiento se puede llevar a cabo disminuyendo la dosis o aumentando los intervalos de

intervencion.

La aparicion de terapias biolégicas ha supuesto un gran avance en el tratamiento de la AR
permitiendo controlar mejor los sintomas de la enfermedad y reducir el deterioro radioldgico,
proporcionando a los pacientes una mejor calidad de vida. Sin embargo, el uso de FAMEb
requiere prevencion y tratamiento para reacciones adversas graves COmMO heumonia,
tuberculosis y otras infecciones oportunistas.'® En este sentido se ha encontrado una mayor
incidencia de infecciones en el tracto respiratorio superior e inferior asi como en el tracto
urinario en pacientes con AR tratados con FAMEb y FAMEsd, inhibidores de JAK, en
comparacion con la poblacion general.®® Por este motivo se recomienda la administracion
profilactica de isoniazida en pacientes con factores de riesgo para tuberculosis y la vacunacion
neumococica en pacientes con riesgo de neumonia.'® Por otro lado, se ha observado que un 20-
30 % de pacientes no responden a los tratamientos, y un 40% lo hace parcialmente, por lo que
se ha especulado con la posibilidad de un efecto techo de los tratamientos que se dirigen contra

dianas inflamatorias o inmunes.'® Por ello, existe un gran interés en explorar otras areas en
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busca de nuevas dianas terapéuticas, como los mecanismos responsables de la adquisicién del

fenotipo agresivo de los sinoviocitos reumatoides como los mejores candidatos.
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Figura 3. Algoritmo de las recomendaciones EULAR de la estrategia terapéutica publicada en

2019. Imagen modificada de Smolen y col.1%, con permiso de BIM.

La sefalizacion de WNT es una de las principales vias conocidas para regular el desarrollo
embrionario, la renovacion de tejidos y la regeneracion en organismos multicelulares.
Alteraciones en esta via se han implicado en la patogenia de varios tipos de canceres y otras
enfermedades, como la osteoporosis, artrosis y la artritis reumatoide. Por lo tanto, mejorar el

conocimiento de esta via en los distintos aspectos de la patogenia de la AR podria proporcionar
nuevas dianas terapéuticas.
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2. WNT5A

WNT5A forma parte de la familia de glicoproteinas secretadas Wingless/Integrasa 1 (WNT).
El término WNT resulta de la fusion del nombre del gen “wingless” de polaridad de segmento
en Drosophila y el nombre del gen murino “integrated o int-1” que estimula la aparicion de
tumores de mama cuando se activa por la integracion de un virus.!11® Con el tiempo se
determin6 que ambos genes eran homdlogos, por los que se les renombré WNT (de Wingless-
related integration site). Los ligandos WNT se producen en una amplia variedad de tejidos del
organismo que van desde neuronas hasta fibroblastos, y utilizan generalmente un mecanismo
de sefalizacion de tipo autocrino.!*® Regulan una asombrosa variedad de procesos celulares del
desarrollo embrionario, como la determinacién del destino celular, motilidad, polaridad,
formacion del eje primario y organogénesis y, mas recientemente, esta via se ha implicado en
la renovacion de células madre.*'” Actualmente en mamiferos se han descrito 19 proteinas WNT
que basicamente se dividen en dos grupos: los que realizan su sefializacion mediante la via -
catenina, también conocida como via canonica, y los que utilizan la via independiente de la -

catenina o via no canénica.'®

2.1. ESTRUCTURA

Los ligandos WNT son proteinas con un tamafio entre 39 y 46 KDa que sufren multiples
modificaciones antes de su transporte y liberacion al medio extracelular (Figura 4).12%2! Varios
estudios han revelado que las proteinas WNT son glicosiladas y palmitoiladas en el reticulo
endoplasmatico (RE).!?'2* La palmitoilacion consiste en la union del acido graso
monoinsaturado (acido palmitoileico) a residuos conservados de cisteina gracias a la enzima o-
acetiltransferasa porcupina (PORCN).123125 Esta modificacion postraduccional por lipidos les
confiere a las proteinas WNT su carécter hidrofébico, lo que las hace muy poco solubles en
medio acuoso.'?* La palmitoilacion de las proteinas WNT es necesaria para su posterior union
a los receptores y sefializacion intracelular, pero no se requiere para su secrecion. Por el
contrario, la glicosilacion es necesaria para su secrecion, pero prescindible para su capacidad
de sefializacion.'® Tras estas modificaciones, las proteinas WNT son transportadas por las
proteinas transmembranas Wntless (WLS), también llamadas Evenness Interrupted (EVI),
desde el aparato de Golgi (AG) a la membrana plasmatica donde son liberadas a la matriz

extracelular (Figura 4).123125
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En la matriz extracelular, las proteinas hidrofébicas WNT se unen y estabilizan gracias a su
unioén con glicosaminoglicanos (GAG), como el proteoglicano hepardn sulfato. El papel de
estos GAG es concentrar a las proteinas WNT en la superficie celular y evitar que se agreguen
e inactiven en el medio extracelular.*®® Las proteinas WNT también pueden secretarse y

propagarse en la matriz extracelular unidas a vesiculas de secrecion.?

[+

/' = ‘2 “l““ PORCN

. ! = —

g Retrémero “"“' EVI/WLS
——
= WNT
=

=
O, ol =
> a8 WNT
"

RE AG @ MP

Figura 4. Regulacion del trafico intracelular de los ligandos WNT. En el reticulo endoplasmaético se
produce la glicosilacién y palmitoilacion mediada por la enzima PORCN. WNT es transportado al aparato
de Golgi, donde interactGan con la proteina transmembrana EVI/WLS que ayuda al transporte de los
ligandos WNT desde el aparato de Golgi hasta la membrana plasmatica. La proteina EVI/WLS es
internalizada mediante endocitosis mediada por clatrina y transportada de nuevo al aparato de Golgi gracias
al complejo retrémero. AG: aparato de Golgi; EVI/WLS: Evenness Interrupted/Wntless; MP: membrana
plasméatica; PORCN: enzima o-acetiltransferasa porcupina; RE: reticulo endoplasmatico; WNT:
Wingless/Integrasa 1. Imagen de autoria propia creada con BioRender.com.

El gen humano WNT5A genera dos transcriptos denominados WNT5A-L y WNT5A-S (Figura
5A).18 WNT5A-L y WNT5A-S, formadas por 380 y 365 aminoacidos, respectivamente, son
proteinas fuertemente glicosiladas y palmitoiladas. Cada isoforma consta de una secuencia
sefial hidrofébica N-terminal, una secuencia consenso conservada de oligosacaridos unidos a
asparagina y unos 22 residuos de cisteina altamente conservados. Los sitios de glicosilacion se
han identificado en la asparagina 114, 120, 311 y 325 mientras que la palmitoilacion se produce

en la cisteina 104, tal y como se puede observar en la figura 5B.11814
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A !

WNT-5A-L MKKSIGILSPGVALGMAGSAMSSKFFLVALAIFFSFAQVVIEANSWWSLGMNNPVOMSEY 60
WNT-5A-S8 = = =—=======-—===-- MAGSAMSSKFFLVALAIFFSFAQVVIEANSWWSLGMNNPVQMSEV 45
104 114
WNT-5A-L YIIGAQPLCSQLAGLSQGQKKLCHLYQDHMQY IGEGAKTGIKECQYQFRHRRWNCSTVDN 120
WNT-5A-S ¥1IGAQPLCSQLAGLSQGOKKLCHLYQDHMQYIGEGAKTGIKECQYQFRHRRWNCSTVDN 105
WNT-5A-L TSVFGRVMQIGSRETAFTYAVSAAGVVNAMSRACREGELSTCGCSRAARPKDLPRDWLWG 180
WNT-5A-S TSVFGRVMQIGSRETAFTYAVSAAGVVNAMSRACREGELSTCGCSRAARPKDLPRDWLWG 165
WNT-5A-L GCGDNIDYGYRFAKEFVDARERERIHAKGSYESARILMNLHNNEAGRRTVYNLADVACKC 240
WNT-5A-S GCGDNIDYGYRFAKEFVDARERERIHAKGSYESARILMNLHNNEAGRRTVYNLADVACKC 225
WNT-5A-L HGVSGSCSLKTCWLQLADFRKVGDALKEKYDSAAAMRLNSRGKLVQVNSRFNSPTTQDLV 300
WNT-5A-S HGVSGSCSLKTCWLQLADFRKVGDALKEKYDSAAAMRLNSRGKLVQVNSRFNSPTTQDLV 285
312 326

WNT-5A-L YIDPSPDYCVRNESTGSLGTQGRLCNKTSEGMDGCELMCCGRGYDQFKTVQTERCHCKFH 360
WNT-5A-S YIDPSPDYCVRNESTGSLGTQGRLCNKTSEGMDGCELMCCGRGYDQFKTVQTERCHCKFH 345
WNT-5A-L WCCYVKCKKCTEIVDQFVCK 380

WNT-5A-S WCCYVKCKKCTEIVDQFVCK 365

B CIM

N114 N120 N312 N326

LR

Figura 5. Proteina WNT5A. A) Analisis comparativo de la secuencia de aminoacidos de las isoformas

humanas WNT5A-L y WNT5A-S. El area gris representa la secuencia sefial N-terminal de la secuencia
proteica. Las fechas indican los sitios de escision de la secuencia sefial y N-terminal de la proteina madura.
Los aminoacidos marcados en rojo representan los sitios de modificacion postraduccional. EI nimero
representa la posicion respecto al primer aminoacido N-terminal. B) Representacién esquematica de la
proteina WNT5A-L. La secuencia de la sefial N-terminal est4 representada por un cuadro en blanco. La
palmitoilacion y glicosilacion se representan en la espina dorsal proteica. Imagen tomada de Kumawat y

col.18 licencia Creative Commons CC BY.

Ambas isoformas tienen propiedades bioquimicas similares como la estabilidad, hidrofobicidad
y capacidad de sefializacién. Si bien la importancia de las isoformas de WNT5A no esta
entendida completamente, y no esta claro del todo si son funcionalmente redundantes, un
estudio reciente mostré que podrian tener diferentes funciones.}'®'?” Cuando se expresa
ectopicamente, WNTS5A-L inhibe la proliferacion de varias lineas de células cancerosas,

mientras que WNT5A-S conduce a la estimulacion de la proliferacién celular.
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2.2. RECEPTORES DE WNT5A

Las proteinas WNT acttian como ligandos uniéndose a receptores especificos, denominados
Frizzled (FZD), presentes en la superficie de las células sensibles a WNT donde Ilevan a cabo
la sefializacion intracelular. Ademas de los receptores FZD, otras proteinas pueden actuar como
correceptores. En la sefializacion canonica, el correceptor de lipoproteinas de baja densidad de
tipo 5 y 6 (LRP5/6) forma un complejo con el ligando WNT vy el receptor FZD. En la
sefializacion no canonica son esenciales los correceptores tirosina quinasa, ROR1/2 y RYK.

2.2.1. RECEPTORES FRIZZLED

Los receptores FZD son proteinas de 7 pasos transmembrana que se han relacionado con la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR).*?® La longitud de los receptores
FZD oscila entre los 500 a 700 aminoacidos con tres regiones basicas: el extremo N-terminal
extracelular que contiene un dominio rico en cisteinas (CRD), una region hidrofobica que forma
7 hélices alfa que atraviesan la membrana plasmatica y un dominio carboxi-terminal poco
conservado entre los miembros de la familia que se comunica con elementos de sefializacion
que se encuentran en el citoplasma celular (Figura 6).1?° El dominio extracelular CRD, de 120
a 125 aminodcidos, interacciona con los ligando WNT o0 con sus antagonistas con gran
afinidad.’® En el dominio citoplasmatico se encuentra un motivo altamente conservado
(KTxxxW) ubicado a dos aminoacidos después del séptimo dominio hidrofdbico, asi como tres
bucles procedentes de las 7 hélices transmembrana que son esenciales para la activacién de la
via B-cateninay para la relocalizacion de la membrana y fosforilacion de la proteina Dishevelled
(DVL). 131,132

En humanos se han descrito 10 receptores FZD,'?* de los cuales FZD1, FZD2, FZD3, FZD4,
FZD5, FZD6 y FZD7 pueden funcionar como receptores de WNT5A.13
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Figura 6. Esquema del receptor Frizzled. En la figura se muestran los diferentes dominios
estructurales del receptor Frizzled. CRD: dominio rico en cisteinas; WNT: Wingless/Integrasa 1.
Imagen de autoria propia creada con BioRender.com.

2.2.2. CORRECEPTORES NO CANONICOS: RECEPTORES TIROSINA
QUINASA

Los receptores tirosina quinasa (RTK) constituyen una superfamilia bien caracterizada de 58
miembros clasificados en 20 subfamilias.’** Estos receptores transmembrana se caracterizan
por la presencia de un domino intracelular tirosina quinasa (PTK) que opera mediante
autofosforilacion y fosforilacion de otras proteinas en la cascada de sefializacion intracelular.3
Cinco miembros de la familia RTK (MUSK, RYK, ROR1, ROR2 y PTKY7) participan en la
sefializacion de ligandos WNT. De estos, ROR1, ROR2 y RYK se han relacionado directamente
con la sefializacion no candnica de WNT5A.

Los receptores ROR son proteinas transmembrana de un solo paso con varios dominios
estructurales muy conservados.'® En la region extracelular contiene un dominio tipo
inmunoglobulina (Ig-like domain), un dominio rico en cisteina (CRD) y un dominio Kringle
(KR). En la region intracelular se encuentra el dominio PTK y dos regiones ricas en serina y
treonina separadas por una region rica en prolinas (Figura 7). La familia de receptores ROR
estd formada en vertebrados por dos miembros, ROR1 y ROR2. Ambos receptores son
homdlogos entre si compartiendo el 58% de aminoécidos totales.**® El domino extracelular
CRD interacciona con WNT5A y con el receptor FZD promoviendo la sefializacion no
canonica. La union del ligando WNT al receptor promueve la dimerizacion de este Gltimo

aumentando su fosforilacion y, por tanto, su actividad catalitica.*” La funcion de los dominios
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Ig y KR es desconocida pero se cree que estabilizan la interaccion del receptor ROR con algin
factor extracelular.

N N
N
EXTRACELULAR
INTRACELULAR . Dominio tipo Ig @& Motivo rico en serina/treonina
. Dominio CRD Motivo rico en prolina
* o
@ Dominio KR @ Motivo de unién a PDZ
# ” . Dominio WIF
B Dominio tirosina quinasa
ﬂ ? C * Pseudoquinasa
C C

ROR1 ROR2 RYK

Figura 7. Esquema de correceptores no canonicos. Esquema de los distintos dominios de los receptores
ROR1, ROR2 y RYK. CRD: dominio rico en cisteina; 1g: inmunoglobulina; KR: dominio Kringle; WNT:
Wingless/Integrasa 1. Imagen de autoria propia creada con BioRender.com.

Los receptores RYK son miembros de la familia de RTK altamente conservados en su
estructura. Al igual que el resto de miembros de la familia son proteinas transmembrana de un
solo paso con varios dominios estructurales: un dominio extracelular similar al factor inhibidor
de proteina WNT (WIF, antagonista de WNT), un dominio intracelular PTK y un dominio de
unién al dominio PDZ de la proteina DVL en el extremo carboxiterminal, que permite la
sefializacion intracelular.*® Después del paso transmembrana, y antes del dominio PTK, se
encuentra una region intracelular rica en serina y treonina de funcion desconocida.'*® El
dominio WIF interactda directamente con la modificacion lipidica de los ligandos WNT.*® Esta
interaccion provoca una division en el receptor provocando la translocacién del fragmento
carboxiterminal al nucleo. Ensayos funcionales han demostrado que el dominio citoplasmatico
PTK esta inactivo por alteraciones en los residuos. Asi, los receptores RYK se consideran
proteinas cataliticamente inactivas pudiendo actuar Gnicamente como correceptores en lugar de
como receptores primarios en la transduccion de sefiales. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que RYK puede requerir condiciones particulares para la actividad quinasa que ain no se han
identificado.!®
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2.3. VIAS DE SENALIZACION DE WNT5A

La cascada de sefializacion de WNT es una de las vias mas importantes en los primeros eventos
del desarrollo embrionario, donde se controla la proliferacion y diferenciacion celular. 1441
Ademas, desempefia funciones importantes en la edad adulta, las cuales deben estar bien
reguladas para evitar complicaciones patoldgicas. Estas funciones principales de la via de WNT
son: mantenimiento de la proliferacion celular, autorrenovacion de las células madre,

regeneracion tisular y neuritogénesis y sinaptogénesis en el sistema nervioso. 141142

La sefial extracelular de WNT estimula varias cascadas de transduccion de sefiales
intracelulares, incluyendo la via canoénica o dependiente de B-catenina y la via no canonica o
independiente de B-catenina. Esta Gltima a su vez puede dividirse en la via de polaridad celular
planar (PCP) y la via WNT/Ca?*.!}" Pese a que WNT5A es una proteina tipicamente de
sefializacion no canonica, existen evidencias de que puede actuar como activador o inhibidor
de la via canénica de WNT.** Que acttie de un modo u otro depende del contexto celular y del

tipo de receptores disponibles.

2.3.1. VIA CANONICA DE WNT

La via canonica de WNT se conoce también como via dependiente de la proteina B-catenina
puesto que la unién del ligando WNT a sus receptores promueve la translocacion de esta
proteina al ndcleo donde lleva a cabo la actividad transcripcional sobre genes responsables

principalmente de proliferacion celular (Figura 8).1%°

En ausencia del ligando WNT, los niveles de -catenina se mantienen bajos por su continua
degradacion por el complejo de destruccion de la B-catenina.'** Este complejo multiproteico,
situado en el compartimento citoplasmatico, consta de proteinas quinasas, la caseina quinasa 1
(CK1) y la glucdgeno sintasa quinasa 3p (GSK3p), encargadas de fosforilar a la B-catenina, la
proteina supresora de tumores poliposis coli adenomatosa (APC) que incrementa la afinidad
del complejo de degradacion hacia la B-catenina y la proteina de andamiaje Axina que es la
encargada de mantener unido al complejo de degradacion.’*® Asi el complejo atrapa y fosforila
la proteina B-catenina, dirigiéndola a la ubiquitinacion y degradacién por proteosomas (Figura
8A). La ausencia de B-catenina en el ntcleo provoca la inhibicion de los genes diana de la via

de sefializacion WNT. La inhibicion la lleva a cabo un complejo proteico que incluye al factor
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estimulador linfoide (LEF) y al factor de células T (TCF) unidos a la proteina correpresora
Groucho.

B WNT

LRP5/6 : LRP5/6
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m / B-catenina 5
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Figura 8. Representacion esquematica de la via de sefializacion dependiente de B-catenina. A) En
ausencia del ligando WNT, el complejo formado por Axina, APC, GSK3p y CK1 se encuentra en el
citoplasma donde fosforila doblemente a la B-catenina. La B-catenina fosforilada es degradada por el
proteosoma impidiendo su translocacién al nucleo. B) En presencia de WNT, el receptor FZD vy el
correceptor LRP5/6 forman un complejo que fosforila a la proteina DVL, la cual bloquea al complejo
proteico encargado de la degradacion de la B-catenina. De este modo, la B-catenina se acumula en el
citoplasma y se trasloca al nicleo donde regula la expresion de genes diana. APC: proteina poliposis coli
adenomatosa; CK1: caseina quinasa 1; DVL: dishevelled; GSK3f: glucdgeno sintasa quinasa 3f; LEF:
factor estimulador linfoide; TCF: factor de células T; WNT: Wingless/Integrasa 1. Imagen de autoria propia
creada con BioRender.com.

Cuando el ligando canonico (WNT1, WNT2, WNT3, WNT3A y WNT8A) estd presente
interacciona con los receptores de superficie FZD y correceptor LRP5/6 (Figura 8B). La
activacion del receptor FZD recluta a la proteina DVL que, posteriormente, es fosforilada.'4°

La activacién de esta proteina bloquea al complejo proteico encargado de la degradacion de la
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B-catenina. En consecuencia, la B-catenina se acumula en el citoplasma y se traslada al nucleo
donde regula la expresion génica a través de la activacion del factor de transcripcion LEF/TCF,
activando la transcripcion de genes cuyos productos proteicos participan en procesos de

division celular, desarrollo embrionario y morfogenesis.

La insuficiencia en la sefializacion de WNT compromete la renovacion del tejido y se ha
implicado en procesos como la osteoporosis, el vitiligp o la neurodegeneracion.
Reciprocamente, cuando es demasiado activo, es la causa desencadenante de varios tipos de

cancer, sobre todo cancer de colon, estdmago, higado, mama y ovarios.'#?

La via de sefalizacién canonica de WNT se ha implicado en la patogenia de la AR mediante la
activacion de los FLS y la inhibicién de los osteoblastos provocando un aumento de la

osteoclastogénesis. 8147

2.3.2. VIANO CANONICA DE WNT

La via no candnica de WNT o via independiente de la B-catenina reline un gran nimero de
cascadas bioquimicas iniciadas por ligandos WNT que no conlleva la actividad transcripcional
de la B-catenina.*® Se inicia por la unién de ligandos no canénicos (WNT4, WNT5A, WNT5B,
WNT6, WNT7A y WNT11) con sus receptores. En esta via destacan la via de polaridad celular
planar (PCP) y la via WNT/Ca?".

- VIA DE POLARIDAD CELULAR PLANAR (PCP)

La via PCP esta mediada por los receptores FZD y/o correceptores ROR/RYK e implica la
activacion de las GTPasas RhoA y Racl y la quinasa JNK (Figura 9).1%° Esta via controla la
polaridad celular, remodelacién citoesquelética y migracion celular. La unién ligando —
receptor conlleva a la activacién de la proteina DVL. DVL es una proteina de andamiaje en la
que se diferencian tres dominios estructurales: DIX, PDZ y DEP. Los dominios PDZ y DEP
activan dos vias paralelas en las que intervienen pequefias GTPasas, RhoA y Rac,
respectivamente.'® El dominio DIX es esencial en la via candnica pero no tiene funcion en la

no candnica.

Para la activacion de la rama RhoA, la sefializacion de WNT induce un complejo entre DVL y
el activador de morfogénesis 1 asociado a Dishevelled (Daam1) que conduce a la activacion de

este Gltimo y, en consecuencia, la activacion de la GTPasa RhoA.?®! La activacion de RhoA
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produce la activacion de la quinasa asociada a RhoA (ROCK), que conlleva a la modificacion
de la actina y reordenamiento del citoesquelético.’® ROCK es una serina/treonina quinasa que
presenta dos isoformas, ROCK1 y ROCK2.1% Ambas isoformas presentan un 65% de grado de
homologia total, con un 92% de homologia en sus dominios quinasas por lo que las dianas de
ROCK pueden ser potencialmente fosforiladas por cualquier isoforma.’®* Su estructura consta
de un dominio quinasa préximo a la regién N-terminal seguido por una region de 600
aminoacidos enrollada en espiral que contiene un dominio de union a RhoA (RBD) y un
dominio PH que contiene un dominio CRD en el extremo C-terminal.*>3% En estado inactivo,
el extremo C-terminal actla como una region autoinhibidora. La uniéon de RhoA al dominio
RBD interrumpe su regulacion negativa, activando asi la quinasa. Las proteinas ROCK también
pueden activarse de manera independiente a RhoA mediante la eliminacién del terminal
inhibidor carboxilo mediada por caspasa 3 o0 granzima B de ROCK1 y ROCK2,
respectivamente. ROCK activado fosforila la cadena ligera de miosina (MLC) provocando la
contraccion de la actomiosina a la vez que puede desactivar la fosfatasa MLC, regulando
indirectamente la fosforilacion de MLC, lo que resulta en cambios conformacionales de la
miosina necesarios para la contraccion de los filamentos de actina.® De este modo, ROCK
esta implicado en la migracion celular regulando varios de sus procesos importantes como la
polaridad y contractilidad celular.*>* Ademas, ROCK esta involucrado en la formacion de fibras
de estrés de los fibroblastos y el aumento del numero de filamentos de actina dentro de las
células por inactivacién de la proteina cofilina encargada de cortar los filamentos y separar las

unidades de actina.t%®

La segunda rama de sefializacién de esta via requiere el dominio DEP de la proteina DVL y
activa la GTPasa Rac, independientemente de Daam1. ElI complejo DVL-Racl activa la quinasa
JNK. JNK activado provoca la reorientacién del centro organizador de microtibulos y
remodelacion de actina mediante la fosforilacion y activacion de la proteina de interaccion con
CapZ. JNK también puede activar a la proteina activadora del factor de transcripcion AP-1,
implicada en la regulacién transcripcional de una gran variedad de genes implicados en

procesos inflamatorios. >
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Figura 9. Representacion esquematica de la via no candnica PCP de WNT. La unién de WNT al
receptor FZD y correceptor ROR/RYK lleva a la activacién de DVL. DVL a través de Daaml media
la activacién de RhoA, que a su vez activa la quinasa ROCK.DVL también media la activacion de
Racl, que activa a JINK. La activacién de ROCK y JNK dan lugar a cambios citoesqueléticos mediante
la remodelacidn de la actina. Ademas, JNK puede traslocarse al nucleo activando genes como AP-1,
implicado en la regulacion de una gran variedad de genes inflamatorios. Daaml: activador de
morfogénesis 1 asociado a Dishevelled; DVL: Dishevelled; FZD: receptor Frizzled; JNK: quinasa N-
terminal del homdlogo celular del protoncogen Jun; ROCK: quinasa asociada a RhoA; WNT:
Wingless/Integrasa 1. Imagen de autoria propia creada con BioRender.com.

- VIAWNT/Ca?*

La activacion de esta via conduce a un incremento del calcio intracelular. La union de WNT
con receptores FZD y/o correceptores no canonicos promueve la activacion de la proteina DVL
la cual activa la enzima fosfolipasa Cp (PLCP) regulada por proteinas G heterotriméricas. La
enzima PLCP se une al fosfolipido fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) y da lugar a
inositoltrifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Figura 10).>" Esto provoca un aumento de los

niveles de Ca?* intracelular. Los niveles aumentados de calcio activan varias proteinas sensibles
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al Ca?*, incluyendo la proteina quinasa C (PKC), la proteina quinasa Il dependiente de
calmodulina (CaMKII) y la calcineurina.'®® Esto provoca la desfosforilacion del factor nuclear
de células T activadas (NFAT) y su translocacion al ndcleo conduce a la modulacion
transcripcional de genes diana. **° Tanto PKC como CaMKII pueden bloquear la via canonica
B-catenina mediante la fosforilacion de DVL. Esta via regula el movimiento celular,
proliferacion y migracion celular, junto con la modulacion del comportamiento celular y el

cambio estructural en varios organismos.
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Figura 10. Representacion esquematica de la via de sefializacion no canénica WNT/Ca?*. En esta via
la sefializacién de WNT a través de FZD y ROR/RYK media la activacion de DVL mediante la activacion
de proteinas G. DVL activado provoca que PLCP se une al PIP2 y da lugar a IP3 y DAG aumentado los
niveles de Ca?* intracelular. El incremento de Ca?* intracelular activa a PKC, CaMKII y calcineurina dando
lugar a la desfosforilacion de NFAT. Su translocacion al ntcleo conduce a la modulacion transcripcional
de genes diana. Ca?*: calcio; CaMKII: proteina quinasa Il dependiente de calmodulina; DAG: diacilglicerol,
DVL: Dishevelled; FZD: receptor Frizzled; IPs: inositoltrifosfato; NFAT: factor nuclear de células T
activadas; PIP2: fosfatidilinositol 4,5 bifosfato; PKC: proteina quinasa C; PLCP: enzima fosfolipasa Cp;
RE: reticulo endoplasmatico. Imagen de autoria propia creada con BioRender.com.
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2.4.  ASPECTOS FUNCIONALES DE LA SENALIZACION DE WNT5A

WNT5A es un ligando representativo de la via de sefializacion no candnica de WNT regulando
la migracion y polaridad celular durante la morfogénesis embrionaria.'®® De hecho, su expresion
es mas abundante durante las primeras etapas del desarrollo.!'® En general, WNT5A regula
procesos embrionarios como el alargamiento del eje del cuerpo, el crecimiento del largo de los
huesos, dedos, costillas y esternon, morfogénesis craneofacial, desarrollo de parpado y

extension convergente neuronal y orientacion axonal 18161162

Ademas, WNT5A se ha relacionado con varias funciones celulares como migracion, adhesion
e invasion celular.18149180 E| proceso de migracion requiere la adquisicion de nueva asimetria
y polaridad junto con la reorganizacion del citoesqueleto.!*® Este complejo proceso celular
implica protrusion y adhesion en el frente de la célula y contraccion y desprendimiento en la
parte posterior.1*® En el proceso migratorio, las células ensamblan y separan continuamente sus
adherencias en el borde de ataque. Matsumoto y col.*®® mostraron que WNT5A esta implicado
en este proceso de adhesion induciendo la formacion del complejo DVL/APC, el cual se asocia
con la quinasa de adhesion focal (FAK) y la paxilina. FAK y paxilina son dos proteinas
importantes en la renovacion de las adhesiones focales puesto que estan involucradas en la
estabilizacion de microtubulos en la periferia celular, importante para la separacion de la
adhesion focal. Otro estudio identifico la activacion de la cascada PI3K/AKT tras la union de
WNT5A al receptor FZD3 promoviendo la adhesion mediada por integrinas en fibroblastos

dérmicos.%4

Varios estudios han examinado posibles mecanismos moleculares de la migracion celular
inducida por WNT5A. Asi, Nishita y col.®® observaron que WNT5A induce la migracion
celular a través de ROR2. En este escenario, ROR2 media la formacion de filopodios al
asociarse con la proteina de union a actina, filamina A. Los filopodios son estructuras basadas
en filamentos de actina que se proyectan en las células migratorias y son importantes en la
formacion de adherencias focales para adherirse al sustrato facilitando el movimiento celular
direccional.*® La asociacion ROR2 — filamina A activa a INK que a su vez fosforila la paxilina,
molécula de adhesion focal, estimula la formacion de lamelipodios y la reorientacion del centro
organizador de microtubulos, modulando asi la motilidad celular en respuesta a WNT5A. Otro
mecanismo propuesto es que WNTS5A controla la polaridad y migracion celular a traves de la

activacion de Rac mediada por Daple. ® Daple interacciona con DVL en respuesta a WNT5A
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y facilita su interaccion con PKC induciendo la activacion de Rac. Esto conduce a la
reorganizacion citoesquelética que promueve la formacion de lamelipodios, estructuras
importantes en el proceso de migracion celular. Otro estudio destaca la interaccion WNT5A-
RhoA con la remodelacion citoesquelética y motilidad celular, a través de DVL y Daam1'®’ o
mediante la sefializacion PI3K/AK T8,

Ademas de la sefalizacion no candnica de WNT, WNT5A también puede activar la
sefializacion dependiente de B-catenina para promover la migracion celular.'® En células de
melanoma, WNT5A activa pequefias GTPasas, como al factor de ribosilacion de ADP 6 (ARF6)
a través de su union a FZD4-LRP6. ARF6 libera B-catenina incrementando su abundancia en
el citoplasma e induciendo invasion y metastasis.%® Asi, WNT5A ejerce efectos migratorios en

contextos tanto fisioldgicos como patoldgicos.

Por otro lado, debido a sus propiedades para regular la polaridad, migracién y proliferacion
celular junto con el efecto antagonista sobre la sefializacion canonica de WNT, WNT5A puede
desempefiar un papel fundamental en la modulacién de la determinacion del destino celular y
diferenciacion de células madre.!*® Asi, WNT5A regula negativamente la diferenciacion de
celulas madre hematopoyéticas mediante la inhibicion de la sefializacion canonica de WNT y
NFAT manteniéndolas en una etapa inactiva y promoviendo su repoblacion. De manera similar,
WNT5A también es critico en la biologia de células madre mesenguimales (MSC) funcionando
como un regulador maestro que determina la diferenciacion de las MSC en linajes osteogénicos
y adipogénicos. También se ha demostrado recientemente que WNT5A esta involucrado en la

reparacion y regeneracion de tejidos tras una lesion, asi como en la espermatogénesis. 8

Aunque la expresion de WNTS5A, por lo general, esta disminuida en los tejidos adultos, se ha
encontrado una expresion mantenida o aumentada de WNT5A asociada a un incremento de las
propiedades de invasidn y metastasis en varias células cancerosas, indicando el papel critico de
WNT5A en la progresion del tumor. % Asi, la sefializacion aberrante de WNT5A conduce al

desarrollo de varias patologias, que incluyen cancer e inflamacion.

WNT5A se ha vinculado con la patobiologia del cancer por sus propiedades para activar e
inhibir la sefializacion dependiente de P-catenina y regular los movimientos celulares.!!8
Numerosos estudios han analizado el papel de la via no canonica de WNT5A en la migracion
e invasion tumoral. Asi, en el cancer nasofaringeo, el silenciamiento de WNT5A disminuyo

notablemente la migracion e invasion de las células tumorales'’® y un efecto similar se obtuvo
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con un anticuerpo anti-WNT5A en un modelo experimental de cancer gastrico en el que se
observé una gran reduccion de las metéstasis hepaticas.!”* Ademas, la via de sefializacion
WNT5A/ROR2 se ha implicado también en la invasion del osteosarcomal’ y del carcinoma
seroso de ovario.”® Asi, WNT5A a través de ROR2 conduce a la expresion de MMP13, que es
requerido para la formacién de invadopodia, protuberancias de la membrana plasmatica ricas
en actina propias de células altamente invasivas.!’# En células cancerosas de prostata WNT5A
induce la expresion de MMP1 mediante la activacion de la proteina quinasa D y JNK. En otro
trabajo, el bloqueo de RYK disminuyd la capacidad de invasion dependiente de WNT5A y la
expresion de MMP2 en células de glioma.r” Por lo tanto, la sefializacion de WNT5A podria

estar vinculada con la expresién de MMP en estas células cancerosas.

Sin embargo, también se han propuesto funciones antitumorales para WNT5A debido al
antagonismo observado entre este ligando y la via dependiente de B-catenina. Asi, WNT5A
suprime la proliferacion, migracion e invasividad en una linea celular tumoral de tiroides'’® e

inhibe la actividad migratoria de una linea celular de cancer colorrectal.X””

Por otro lado, WNT5A se asocia con el mantenimiento de respuestas inmunes innatas tanto en
homeostasis como en patologia.t!®1’® Factores proinflamatorios como IL1B, TNFo e IL6 asi
como patdgenos microbianos inducen la expresion de WNT5A en varios tipos de células
destacando el papel fundamental para WNT5A en la respuesta inmune.*® Halleskog y col.t”®
mostraron que WNT5A a través de ERK1/2 inducia la expresion de citoquinas, quimioquinas
y metaloproteasas en microglia. En la misma linea, el trabajo de Kim J 'y col.*® mostr6 un papel
clave de WNTS5A en la regulacion de la inflamacion endotelial. Ademas, también se ha descrito
recientemente que el aumento de la expresion de WNT5A promueve el estado proinflamatorio
en tejido adiposo visceral.'®! Otro estudio muestra que WNT5A estd sobreexpresado en la
periodontitis, donde su presencia potencia la inflamacion, la produccion de CXCLS8/IL-8 y la
erosion 6sea.'® Ademas, WNT5A contribuye a la respuesta inmune al regular la diferenciacion
de células T e inducir la liberacién de CXCL8/IL8 y CCL2 promoviendo la migracion de
neutrdfilos al sitio de lesion.!® Asi, se ha descrito que los neutrofilos expresan varios receptores
de WNT5A, como son FZD2, FZD5 y FZD8.183

Durante las Ultimas décadas, WNT5A se ha asociado con varios trastornos inflamatorios como
aterosclerosis, psoriasis y AR.18* En la aterosclerosis y psoriasis se ha observado un aumento

de expresion de WNT5A en regiones ricas en macréfagos y placas ateroscleréticas y
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psoriasicas, respectivamente. Ademas, WNT5A estimula la proliferacion y calcificacion de
celulas endoteliales, asociado con la patogenia de la aterosclerosis. En la psoriasis WNT5A

potencia la sefializacion proinflamatoria del IFNy.

25.  IMPLICACION DE WNT5A EN LA PATOGENIA DE LA ARTRITIS
REUMATOIDE

Varios estudios han sugerido la contribucion de WNT5A en la patogenia de la AR. Sen y col.*8
describieron un aumento de expresion de WNT5A y su receptor FZD5 en tejido sinovial de
pacientes con AR, en comparacion con controles. Ademas, en este trabajo también se demostro
que FLS de controles sanos transfectados con un vector de expresion para WNT5A expresaban
niveles mas altos de IL6, IL15 y CXCLB8/IL8, sugiriendo que la via no candnica de WNT podria
regular la respuesta inflamatoria de los sinoviocitos reumatoides. Apoyando esta hipotesis, otro
trabajo de Sen y col.’8 mostrd que la supresion de la sefializacion de WNT5A/FZDS5 en
sinoviocitos reumatoides transfectados con un dominante negativo frente a WNT5A inhibid su

activacion y redujo la produccion de IL6, IL15 y RANKL.

Otro aspecto a destacar es la implicacion de la via no canénica de WNT en la regulacion de la
masa 0sea. Desde hace afios es conocido que la via canonica regula la activacion de osteoblastos
y osteoclastos para reprimir la formacion de hueso y promover la resorcion ésea. Sin embargo,
no se conocia si la via no candnica podia estar implicada en este proceso hasta que el trabajo de
Maeda y col.*® mostr6 que la via de sefializacion Wnt5a/Ror2/Jnk en osteoblastos y precursores
de osteoclastos incrementa la diferenciacion de los osteoclastos y la resorcion 6sea en el modelo

murino CIA.

Mas recientemente, MacLauchlan y col. 8 investigaron el papel endoégeno de WNT5A en la
AR. Asi, ratones con deficiencia inducible de Wnt5a mostraron una reduccion de la gravedad
de la artritis inducida por transferencia de suero K/BxN, con una disminucion de la inflamacion,

infiltrado celular, dafio del cartilago y una reduccién de la actividad de los osteoclastos.

Estos trabajos indican que la sefializacion de WNT5A puede tener un papel importante en
distintos aspectos de la patogenia de la AR. Sin embargo, todavia se desconoce su papel en el
fenotipo agresivo de los sinoviocitos reumatoides. Por lo tanto, mejorar el conocimiento del
papel de esta via en la AR puede ayudar a identificar nuevas dianas terapéuticas para conseguir

mejor control de la enfermedad en los pacientes resistentes a los tratamientos actuales.
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Numerosos estudios han resaltado el importante papel que adquieren los sinoviocitos tipo
fibroblastos en la patogenia de la AR, contribuyendo tanto a la inflamacion articular como del
dafo del cartilago y la erosion Osea. Sin embargo, todavia no se han desarrollado terapias
dirigidas frente a estas células. Por ello, conocer en profundidad las vias de sefializacion
implicadas en la regulacion de la migracion e invasion de los FLS es esencial para encontrar

nuevas estrategias terapéuticas eficaces.

Como se ha comentado previamente, trabajos recientes han destacado el papel de la via no
candnica de WNT5A en los procesos de migracion e invasion celular, asi como su contribucion
a la inflamacién y la osteoclastogénesis. Nuestra hipétesis es que el incremento de sefializacion
de la via no canonica de WNT5A puede contribuir al comportamiento agresivo de los
sinoviocitos y a la pérdida dsea que se observa en la artritis reumatoide. Por lo tanto, el estudio

de esta via podria proporcionar nuevas dianas terapéuticas potenciales para la AR.

De este modo, el objetivo general de esta tesis es analizar la implicacion de la via de

sefializacion no canonica de WNT5A en la patogenia de la artritis reumatoide.
Para ello se llevaran a cabo los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar la expresion de WNT5A en FLS de AR vs OA.

2. Analizar el efecto del tratamiento con Wnt5a recombinante (rWnt5a) o del
silenciamiento de WNT5A sobre la capacidad de migracion, invasion y proliferacion
de sinoviocitos reumatoides.

3. Estudiar el papel de WNTS5A en la respuesta inflamatoria de los sinoviocitos
reumatoides.

4. Analizar los mecanismos moleculares responsables de los efectos observados.

5. Evaluar el potencial de la inhibicion de la via de sefializacion de WNT5A como
tratamiento de la artritis con la ayuda del modelo preclinico de artritis murina por
transferencia de suero K/BxN.

6. Estudiar el papel de la via no candnica de WNT5A en la osteoclastogénesis in vitro,

en ratones artriticos y pacientes con AR.
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1. SINOVIOCITOS TIPO FIBROBLASTO
1.1. AISLAMIENTO Y CULTIVO CELULAR DE SINOVIOCITOS TIPO

FIBROBLASTO

Se aislaron los FLS a partir de tejido sinovial de pacientes con AR sometidos a cirugia de
reemplazamiento articular o sinovectomia. Todos los pacientes cumplian los criterios de la
ACR de 2010 para el diagndstico de AR y dieron su consentimiento informado por escrito
para participar en el estudio. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion
Clinica (CEIC) de Galicia (cddigo 2017/521). En su realizacion se siguieron los principios
éticos para las investigaciones en seres humanos recogidos en la Declaracion de Helsinki
(2013), las normas de Buena Practica Clinica (BPC) y se cumplio la Ley de Proteccidn de Datos
de Caracter Personal (LOPD).

El tejido sinovial fue cortado, triturado y digerido con 100 pg/mL de colagenasa (Sigma-
Aldrich, San Luis, MO, EEUU) en medio “Dulbecco’s Modified Eagle” (DMEM; Lonza, Suiza)
sin suero fetal bovino (FBS) (HyClone; Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU)) a 37°C durante
3 horas. Tras la digestion, los sinoviocitos se centrifugaron en medio de cultivo DMEM
completo (DMEM suplementado con 10% de FBS, 1% penicilina/estreptomicina (Lonza) y 1%
L-glutamina (Gibco; Thermo Fisher Scientific)) a 1400 rpm durante 7 minutos. Después de la
centrifugacion se eliminé el sobrenadante, el pellet de células se resuspendié en medio de
cultivo completo y se sembrd en placas de seis pocillos (placas P6), en una atmosfera himeda
a 37°C y 5% de CO.. Cuando los sinoviocitos alcanzaron la confluencia, entorno al 90%, se

levantaron con Tripsina-EDTA (Lonza) y se dividieron con una ratio 1:3.

Durante el mantenimiento de los FLS, cada 3 dias el medio de cultivo fue renovado

completamente. En todos los experimentos, las células se utilizaron entre los pases 3 y 8.

1.2. TRATAMIENTOS

Los FLS fueron tratados con TNFa (10 ng/mL; Sigma-Aldrich), Wnt5a recombinante (rWnt5a;
400 ng/mL; R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, EEUU), anticuerpo anti-RYK (a-RYK; 1
pg/mL; Abgent, San Diego, California, EEUU), anticuerpo anti-ROR2 (a-ROR2; 4 pg/mL,;
OriGene, Rockville, Maryland, EEUU) y los siguientes inhibidores: Y-27632 2HCI (inhibidor
ROCK (iROCK); 20 pM = 6,4 pg/mL; Selleckchem, Munich, Alemania), PD 98059 (inhibidor
MAPK — ERK; 20 uM = 5,3 pg/mL; Sigma-Aldrich), SB 203580 (inhibidor MAPK — p38; 10
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MM =3,8 pg/mL; Sigma-Aldrich), LY 294002 (inhibidor PI3K; 10 uM = 3,4 pug/mL; Merck
KGaA, Darmstadt, Alemania) y 1,2-bis (2 aminofenoxi) etano- N, N, N, N- &cido tetraacético
(BAPTA-AM (quelante del calcio); 10 uM =7,6 pg/mL; Enzo Life Science, Inc., Farmingdale,
NY, EEUU). El inhibidor de ROCK fue reconstituido en DMSO, por lo que en los experimentos
con este tratamiento se le afiadio al grupo control el 0,04% de DMSO.

1.3. SILENCIAMIENTO DEL GEN WNT5A Y DE LOS RECEPTORES DE LA
VIA NO CANONICA DE WNT5A

Se suprimio la expresion de WNT5A y de los receptores de la via no candnica mediante la
técnica de transfeccion de ARN de interferencia (SiIARN). Asi, se utilizaron siARN ON-
TARGETplus SMARTpool para WNT5A, FZD1, FZD2, FZD4, FZD7, ROR1, ROR2, RYK y
control (Dharmacon; Horizon Discovery Group, Cambridge, Reino Unido). Para realizar el
silenciamiento, los FLS se sembraron en placas P6 a una densidad de 15 x 10* células/pocillo,
al 70% de confluencia, en medio DMEM con 10% FBS y 1% L-glutamina. Los FLS fueron
transfectados con 50 nM de siARN en Opti-MEM | (Gibco; Thermo Fisher Scientific)
utilizando DharmaFECT 1 (Dharmacon) durante 6 horas. El grado de supresion se determiné
mediante Western blot (WB) y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa
(gPCR) a las 24h y 96h de la transfeccion. Los experimentos se realizaron 24 horas después de

la transfeccién.

1.4. ENSAYO DE MIGRACION

La migracion de los FLS se analizd6 mediante un ensayo de motilidad de “cierre de herida”
usando insertos de Ibidi (Ibidi GmbH, Martinsried, Alemania). Estos insertos, compuestos por
dos camaras separadas por una pared de 500 um de grosor, se colocaron en placas de 24 pocillos
(placas P24). Se sembraron 15 x 10° FLS/ pocillo en medio DMEM completo en las cAmaras
de los insertos. Al tercer dia de cultivo, las células alcanzaron el 90-100% de confluencia y se
retiraron los insertos para crear un espacio libre de celulas. A continuacion, las células se
trataron con diversos tratamientos en DMEM, 1% de FBS, 1% de L-glutamina y 1% de
penicilina/estreptomicina, como se indica en el apartado de resultados. Se realizaron fotos a 0
y 96 horas tras el tratamiento o transfeccion con un aumento de 10X con el microscopio Axio
Vert.Al (Zeiss, Oberkochen, Alemania) y, utilizando el software Image J (National Institutes
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of Health, Bethesda, Maryland, EEUU), se cuantificd el &rea libre de células entre las dos
camaras.(Figura 11).

Colocacién inserto Siembra de células Retirada del inserto a los i \
en placa de cultivo 3 dias y aplicacion de los
distintos  tratamientos

Seguimiento del hueco
libre de células desde
las Oh hasta las 96h
Figura 11. Esquema representativo del ensayo de migracion. Imagen de autoria propia
creada con BioRender.com.
1.5. ENSAYO DE INVASION

Para estudiar la capacidad de invasién de los sinoviocitos reumatoides se utilizaron insertos o
camaras Millicell (Merck KGaA) selladas en un extremo con una membrana de tereftalato de
polietileno de 8 um de tamarfio de poro (Figura 12). Estos insertos se suspendieron sobre los
pocillos de placas de cultivo P24. La membrana se revistio con 200 pg/mL de Matrigel (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NH, EEUU) sobre el que se sembraron las células a una densidad
de 5 x 10* células/camara en 200 pL de medio DMEM suplementado con 1% de FBS, 1%
penicilina/estreptomicina y 1% L-glutamina y los distintos tratamientos. En la parte inferior de
la cAmara se puso DMEM con FBS al 10% que actu6 como quimioatrayente. A continuacion,
las placas se incubaron durante 48 horas a 37°C en 5% de COx. Las células que atravesaron la
membrana se fijaron con paraformaldehido al 4% (Sigma-Aldrich) y se tifieron con Giemsa
(Merck KGaA). Se tomaron fotos de las células invasivas en 10 campos aleatorios en cada
camara, con un aumento de 20X, utilizando el microscopio Axio Vert.Al. Se determind el

namero de células mediante el software Image J.
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Figura 12. Esquema representativo del ensayo de invasién. Imagen de autoria propia
creada con BioRender.com.

1.6. ENSAYO DE PROLIFERACION

Esta técnica se utilizd para analizar el efecto del silenciamiento de WNT5A y del tratamiento
con la proteina recombinante Wnt5a (rWnt5a) sobre la proliferacion espontanea de los
sinoviocitos reumatoides. Se sembraron 2 x 103 células/pocillo en placas de 96 pocillos (placas
P96) con DMEM suplementado con 5% FBS, 1% penicilina/estreptomicina y 1% L-glutamina
y se cultivaron toda la noche a 37°C. Al dia siguiente, los sinoviocitos se trataron con rWntba
en DMEM con 5% FBS. La proliferacion se determind mediante el kit “CellTiter-Glo
Luminiscent Cell Viability Assay” (Promega Biotech Ibérica SL, Madrid, Espafia) siguiendo las
instrucciones del fabricante, desde las 24h de tratamiento hasta las 96h. En este ensayo se
determiné el ndmero de células viables presentes en el cultivo celular, mediante la
cuantificacién de luminiscencia, que es proporcional a la cantidad de ATP presente. Para ello
se uso un lector de microplacas FluoStar Optima (BMG Labtech; Thermo Fisher Scientific).

2. RATONES

En este trabajo de tesis se utilizaron ratones C57BL/6J, ratones transgénicos KRN, ratones
“non-obese diabetic” (NOD) y ratones K/BxN, obtenidos del cruce de ratones KRN con ratones
NOD.

e Ratones C57BL/6J: subcepa de ratones C57BL/6, también conocidos como ratones
“C57 black 6” o “black 6”. Estos ratones son una cepa endogamica, por lo que, son
considerados genéticamente idénticos entre si. Tienen como ventajas la estabilidad
de la cepa, su facil crianza y que su genoma fue secuenciado por completo en el afio

2005.18 Estos ratones son utilizados en una amplia variedad de &reas de
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investigacion, incluyendo biologia cardiovascular, biologia del desarrollo, diabetes
y obesidad, genética, inmunologia, neurobiologia e investigacion neurosensorial.

e Ratones KRN: linea de ratones transgénicos para el receptor de células T (TCR)
desarrollados por Kouskoff V y col.1% Estos ratones fueron cedidos por C. Benoist
y D. Mathis (Harvard Medical School (Boston, MA, EEUU)) y mantenidos en
nuestro animalario mediante su cruce con ratones C57BL/6J.

e Ratones NOD/LTJ: de sus siglas en inglés “non-obese diabetic”, son ratones que
se caracterizan por desarrollar espontaneamente diabetes mellitus autoinmune
dependiente de insulina y expresar el MHC de clase Il — AY. Estos ratones fueron

adquiridos en Charles River Laboratories (Lodi, Lombardia, Italia).

Los ratones se mantuvieron en el Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA) de la
Universidad de Santiago de Compostela (USC), numero de registro REGA ES150780292901,
en condiciones controladas de temperatura (23 £ 2°C) y humedad (48 = 10%), en salas libres
de patdgenos, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y alimentados ad libitum con agua y
pienso compuesto comercial, esterilizado. Los procedimientos en ratones se realizaron en
cumplimiento de la normativa vigente en Espafia (Real Decreto 1386/2018) y fueron aprobados
por el Comité de ética de experimentacion animal (CEEA) de los centros usuarios de animales
de experimentacion de la USC en el campus de Santiago, asi como por la Conselleria do Medio
Rural e do Mar (nimero de autorizacion 15010/14/004 y 15012/2020/009).

2.1. GENOTIPADO DE RATONES KRN

Los ratones KRN fueron genotipados cuatro semanas después de su nacimiento mediante PCR

utilizando ADN obtenido de la cola.

Los fragmentos de las colas se lisaron en tampén Tris HCI (100 mM pH 8,5), conteniendo &cido
etilaminotetraacético (EDTA; 5 mM; Sigma-Aldrich), dodecilsulfato sédico (SDS; 0,2%;
Sigma-Aldrich), cloruro sédico (NaCl, 200 mM; Thermo Fisher Scientific) y proteinasa K (100
pug/mL; Sigma-Aldrich) durante toda la noche a 55°C en agitacion. Posteriormente, se
centrifugaron los tubos con las colas digeridas y se recogio el sobrenadante donde se encuentra
el ADN. El ADN se precipit6 con isopropanol (Labbox Labware S.L., Barcelona, Espafia) y se
resuspendio en tampén TE (10 mM Tris HCl y 0,1 mM EDTA pH 7,5) hasta una concentracion
final de 100 ng/uL.
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En la siguiente tabla se recogen los cebadores utilizados para testar la presencia de los genes
TCRo y TCRp transgénicos KRN (Tabla 3).

Tabla 3. Cebadores para los genes transgénicos de KRN.

GEN CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO REGION

TCRa | AGGTCCACAGCTCCTTCTGA GTATTGGAAGGGGCCAGAG 146 pb
TCRp | GGGCAAAAACTGACCTTGAA GAGCCTGGTTGTTTGTGGAT 277 pb

Los cebadores del gen TCRo amplifican el alelo de la cadena o del TCR mientras que los
cebadores del gen TCRpS amplifican el alelo de la cadena B, por lo que la presencia de ambas
bandas confirmd que se trata de un transgénico KRN, es decir, que porta este receptor en los

linfocitos T.

El extracto de ADN (1pL) se amplifico utilizando los siguientes reactivos: tampon de PCR 1X,
cloruro magnésico (MgClz) 3 mM, betaina 0,5 M, desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTPS)
200 uM, cebadores 0,5 uM de cada uno, Tag ADN polimerasa 0,5 U y H.Omqg hasta completar
un volumen final de 25 pL. Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de 5 minutos a
95°C, 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 60°C y 1 minuto a 72°C y 1 ciclo de 5 minutos
a72°C.

El tamafio de los fragmentos del ADN amplificado se analiz6 mediante electroforesis en geles

de agarosa al 1% (Figura 13).

TCRB
TCRa

Figura 13. Genotipado ratdn KRN. Gel de agarosa en el que se muestran los fragmentos de los
genes TCRa y TCRp de un raton KRN vs raton WT.
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2.2. MODELO DE ARTRITIS PASIVA POR TRANSFERENCIA DE SUERO
K/BxN

En 1996, un nuevo modelo murino de artritis espontanea fue descrito por Kouskoff y col.'%° Al
cruzar ratones de la linea transgénica KRN con ratones NOD se obtienen ratones K/BxN, los
cuales desarrollan una artritis inflamatoria cronica, simetrica, muy severa y destructiva a partir
de las 3-4 semanas de vida. En este modelo, el reconocimiento de la enzima glucosa 6-fosfato
isomerasa (GPI) por células T transgénicas en el contexto del MHC de clase I1- Ag’ da lugar a
una respuesta inmune con produccién de elevados niveles de anticuerpos artritogenicos anti-
GPI. La artritis de estos ratones es muy similar a la artritis humana, con formacion del pannus

y degradacién del cartilago y hueso.

En este trabajo de tesis se ha utilizado el modelo de artritis pasiva por transferencia de suero.
De este modo, la transferencia de suero K/BxN que contiene anticuerpos anti-GPI a ratones
sanos C57BL/6J induce, en éstos ultimos, una artritis de caracteristicas similares a la del modelo
espontaneo, pero con una evolucion mas rapida y controlada, aunque autolimitada en el tiempo.

Ademas, tiene la ventaja de que la incidencia de la artritis en este modelo alcanza el 100%.

2.3.  TRATAMIENTOS Y EVOLUCION DE LA ARTRITIS EN EL MODELO
MURINO

Se utilizaron dos grupos de ratones C57BL/6J de 7-8 semanas de edad; un grupo control en el
que los ratones fueron tratados con suero fisiologico (SF; Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Alemania) y un grupo experimental en el que los ratones se trataron con el inhibidor de ROCK
(Y-27632 2HCI; iROCK). La asignacion de los ratones a cada grupo fue aleatoria. La artritis se
indujo en los ratones de ambos grupos mediante la inyeccion, por via intraperitoneal, de 100
pL de suero K/BxN a dia 0 y dia 2. En el grupo experimental los ratones se trataron con
inyecciones intraperitoneales diarias de 10 mg/Kg de Y-27632 desde el dia 0 hasta su sacrificio,
a dia 10. Los ratones del grupo control se trataron con el mismo volumen de suero fisiologico,

siguiendo el mismo esquema terapéutico (Figura 14).
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- 0 & 0 Sacrificio de

los animales
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Dia 0O Dia 2 Dia 10

I I
100 pL suero 100 pL suero

K/BxN K/BxN

10 mg/Kg iROCK o vehiculo (SF)

Figura 14. Esquema terapéutico de iROCK (Y-27632) en el modelo murino de artritis por
transferencia de suero K/BxN. Imagen de autoria propia creada con BioRender.com.
La evolucion clinica de la artritis se determind por dos observadores independientes siguiendo
un sistema de puntuacién semicuantitativo del grado de inflamacion de cada articulacion desde
el dia 0 hasta dia 10. La puntuacién se clasifica en 4 grados para cada miembro y dedos, con
una puntuacion maxima para cada raton de 20 puntos (Tabla 4 y Tabla 5). Ademas, cada dia se

evalud el estado de bienestar de los ratones durante todo el experimento.

Tabla 4. Sistema de puntuacién semicuantitativo del grado de inflamacién de cada articulacion.

PUNTUACION DESCRIPCION

Normal

Ligero edema y enrojecimiento del tobillo o mufieca
Moderado enrojecimiento e inflamacién de tobillo 0 mufieca

Severo enrojecimiento e inflamacion de tobillo o mufieca

A W N P O

Maxima inflamacion y enrojecimiento con rigidez de la articulacion que afecta a la

movilidad




MATERIAL Y METODOS

Tabla 5. Sistema de puntuacién de los dedos afectados.

PUNTUACION DESCRIPCION

1 0 2 dedos afectados

5 0 6 dedos afectados

A W N

‘ 3 0 4 dedos afectados
‘ 7 0 més dedos afectados

2.4. OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LAS ARTICULACIONES

Se extrajeron las articulaciones (tobillos y mufiecas) a los 10 dias de iniciar el tratamiento tras
sacrificio de los animales mediante CO; y dislocacidn cervical.

Se decidio utilizar el tobillo y pie derecho para estudio histologico por lo que se fijaron en
formol durante 6 horas y fueron descalcificados en tampdn fosfato salino (PBS), EDTA 0,5M
sin calcio/magnesio durante un periodo total de tres semanas (renovando el tampon
descalcificante cada dos dias). Las restantes articulaciones se congelaron a -80°C para su
posterior homogeneizacion en nitrogeno liquido (N2 liquido). Una vez pulverizada la muestra
en N2 liquido se realizo la extraccion de ARN y de proteinas totales. Para la extraccion de ARN
se utilizd Trizol y el kit de extraccion “Speedtools total RNA extraction kit” (Biotools, Madrid,
Espafia). Para la obtencion de extractos proteicos totales se utiliz6 un tampoén de lisis no

comercial. El protocolo utilizado se detalla en profundidad mas adelante.

2.5.  ANALISIS HISTOLOGICO

Los tobillos y pies derechos previamente fijados y descalcificados con PBS-EDTA fueron
incluidos en parafina. Los bloques se cortaron y tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) para
valorar la inflamacion sinovial y erosion dsea, con tincion de azul de toluidina para evaluar el
dafio del cartilago y con la tincidn de fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP) para determinar

la presencia de osteoclastos (Tabla 6).
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Tabla 6. Sistema de puntuacién del analisis histoldgico de las articulaciones.

PUNTUACION DESCRIPCION

Ausencia de inflamacion

i Engrosamiento sinovial e infiltrado en “sublining”
INFLAMACION

Ligera formacién del pannus
SINOVIAL

Moderada formacion del pannus

Severa formacion del pannus

Ausencia de dafio

. Pérdida de proteoglicanos
DANO AL

. Pérdida de proteoglicanos y ligera destruccién superficial
CARTILAGO

Destruccion que se extiende a la zona central

Destruccion del cartilago en todo su espesor

Ausencia de erosion osea
Pequerias areas de resorcién

. Areas de resorcién mas numerosas
EROSION OSEA . B
Gran destruccion sin alteracion de la estructura

Gran destruccion con alteracion de la estructura

Ausencia de osteoclastos

Osteoclastos aislados y escasos
PRESENCIA DE

Algun foco disperso de osteoclastos
OSTEOCLASTOS

Mudltiples focos de osteoclastos

A WON P O A WODN P OB~ ODN PP O PS>~ WO DNV O

Presencia difusa de osteoclastos a lo largo del hueso

2.6. OSTEOCLASTOGENESIS IN VITRO Y ENSAYO DE RESORCION OSEA
EN RATONES ARTRITICOS

Se extrajo la médula dsea (MO) de tibias y fémures diseccionados de ratones C57BL/6J a los
10 dias de la induccidn de artritis por transferencia de suero K/BxN para la diferenciacion a
osteoclastos. Las células de la MO se incubaron a 37°C en 5% de CO2 en “Minimum Essential
Eagle — alpha modication” (¢MEM; Lonza) completo, suplementado con 10% de FBS, 1%
penicilina/estreptomicina y 1% L-glutamina. A las 24 horas, se recogieron las células no
adherentes y se sembraron 2 x 108 células por pocillo en placas P24 para la diferenciacion a
osteoclastos y en placas con pocillos recubiertos de carbonato de apatita (Cosmo Bio Co., Ltd.,
Tokio, Japon) para el ensayo de resorcion dsea. En ambos casos se utilizd el medio de
diferenciacion: a-MEM completo con 30 ng/mL de MCSF (PeproTech EC, Ltd., Londres,
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Reino Unido) durante 2 dias. Después, los precursores de osteoclastos se cultivaron durante 8
dias con a-MEM completo conteniendo 40 ng/mL de MCSF, 100 ng/mL de RANKL
(PeproTech EC, Ltd.) y con iIROCK, Y-27632 2HCI, a concentraciones de 20, 40, 80 y 100 uM.
En la situacion control se afiadio 0,04% de DMSO, puesto que el inhibidor de ROCK fue

reconstituido en este vehiculo. El medio fue renovado cada dos dias.

A los 8 dias se analiz6 el porcentaje de diferenciacion del cultivo mediante la tincién de TRAP
utilizando el kit “TRAP/ALP Stain kit” (FUJIFILM Wako Chemicals Europe, Neuss,
Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizaron fotos a 20 campos
aleatorios por pocillo con un aumento de 40X, con el microscopio Axio Vert.Al. Mediante el
software Image J se determino el nimero de osteoclastos. Para el ensayo de resorcion, a los 10
dias de cultivo, los pocillos se lavaron con hipoclorito sodico (Labbox Labware S.L.) al 5%
durante 5 minutos. Se tomaron 10 fotos por pocillo con el objetivo de 20X, utilizando el
microscopio Axio Vert.Al. Las areas de resorcion fueron cuantificadas utilizando el sistema de

analisis Image J.
2.7. OBTENCION DE OSTEOBLASTOS Y ENSAYO DE MINERALIZACION

Se obtuvieron osteoblastos primarios de tibias y féemures de ratones artriticos C57BL/6J. Para
ello, las epifisis se cortaron en pequefios trozos y se cultivaron en medio osteogénico, a-MEM
suplementado con 10% de FBS, 1% penicilina/estreptomicina, 1% glutamina y 0,28 mM de
acido ascérbico (Thermo Fisher Scientific), en pocillos P6 a 37°C en 5% de CO.. El medio se
renovo a las 24 horas de la siembra y posteriormente cada tres dias. Cuando las células
alcanzaron el 80-90% de confluencia se levantaron con Tripsina-EDTA y se sembraron en
pocillos P24 (15 x 10* células/pocillo) en medio osteogénico con iROCK a distintas
concentraciones, 40, 80 y 100 uM, o vehiculo DMSO. Tras 10 dias de tratamiento se evalud la
formacion de nodulos mineralizados mediante la tincion de von Kossa. Para realizar la tincion
de von Kossa, las células se fijaron con paraformaldehido (Sigma-Aldrich) al 4%. La tincién se
realizd con solucion de nitrato de plata al 5% bajo luz ultravioleta durante 1 hora, seguido de
solucion de pirogalol (Sigma Aldrich) al 1% durante 5 min. Se tomaron 10 fotos por pocillo
con el objetivo de 10X, utilizando el microscopio Axio Vert.Al. Se cuantifico el grado de

mineralizacion mediante el software Image J.
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3. MONOCITOS
3.1. AISLAMIENTO DE MONOCITOS HUMANOS

Los monocitos humanos fueron aislados a partir de pacientes con artritis inflamatoria que van
a iniciar tratamiento con FAME. Los pacientes firmaron el consentimiento informado para

participar en este estudio.

La sangre fue diluida en proporcion 1:1 con PBS suplementado con 5% de FBS. Para obtener
las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se afiadio cuidadosamente 5 mL de
sangre periférica diluida sobre 5 mL de Lymphoprep (ProGen Biotechnik Gmbh, Heidelberg,
Alemania). A continuacion, se centrifugaron los tubos durante 30 minutos a 1000 g sin freno,
a temperatura ambiente. Las PBMCs se recogieron de la interfaz y se lavaron dos veces con
PBS suplementado con 5% FBS.

Los monacitos se aislaron a partir de las PBMCs mediante separacion en un gradiente de Percoll
(Sigma-Aldrich) que consta de tres capas de densidad (1,076; 1,059 y 1,045 g/mL). La fraccion
presente en la capa media, que contenia predominantemente monocitos, se cultivé en placas

P24 para los ensayos de osteoclastogénesis y resorcion osea (Figura 15).

—
\\\;7/
Sangre Aislamiento  Aislamiento
periférica PBMCs monocitos

Ensayo resorcion
osea

Figura 15. Esquema representativo del aislamiento de monocitos humanos a partir de sangre
periférica. Imagen de autoria propia creada con BioRender.com.
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3.2. TRATAMIENTOS

Los monocitos fueron tratados con MCSF (25 ng/mL; Gibco; Thermo Fisher Scientific), con
RANKL (100 ng/mL; PeproTech EC, Ltd.) y con iROCK, Y-27632 2HCI, (20, 40, 80 y 100
KUM; Selleckchem). El inhibidor de ROCK fue reconstituido en DMSO, por lo que en situacion
control se afadié 0,04% de DMSO.

3.3. OSTEOCLASTOGENESIS IN VITRO Y ENSAYO DE RESORCION OSEA

Los monocitos procedentes de pacientes con AR inflamatoria se sembraron en placas P24 para
diferenciarlos hacia osteoclastos, y en placas con pocillos recubiertos de carbonato de apatita
para valorar su actividad de resorcion Osea. Las células se cultivaron a una densidad de 2,5 x
10° células por pocillo durante 1 hora con medio aMEM suplementado con 1% FBS. A
continuacion, los pocillos se lavaron con aMEM 1% FBS para eliminar las células no
adherentes. Los monocitos se cultivaron durante 4 dias con tMEM suplementado con 10%
FBS, 1% penicilina/estreptomicina, 1% L-glutamina y 25 ng/mL de MCSF. A partir del cuarto
dia, las células se cultivaron en presencia de MCSF (25 ng/mL), 100 ng/mL de RANKL y con
el iIROCK a distintas concentraciones, concretamente a 20, 40, 80 y 100 uM. La mitad del

medio fue renovado tres veces por semana hasta el dia 21 de cultivo.

El porcentaje de diferenciacion del cultivo se analiz6 mediante la tincion de TRAP, siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se realizaron fotos a 20 campos aleatorios por pocillo con un
aumento de 20X, con el microscopio Axio Vert.Al. Células TRAP positivas multinucleadas
con tres 0 mas nucleos se consideraron osteoclastos. Mediante el software Image J se determind

el nimero de osteoclastos.

Para estudiar la actividad funcional de los osteoclastos diferenciados se utilizé el ensayo de
resorcion 6sea. Para ello, en el dia 21 de cultivo, los pocillos se lavaron durante 5 minutos con
hipoclorito sédico al 5% para eliminar las células y se tomaron 20 fotos por pocillo con el
objetivo de 10X, utilizando el microscopio Axio Vert.Al. Las areas de resorcion fueron

cuantificadas utilizando el sistema de andlisis Image J.
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4. TECNICAS GENERALES
4.1. EXTRACCION DE ARN

El ARN total, tanto de las células en cultivo como de las mufiecas y tobillos de ratones
C57BL/6] tratados, se obtuvo utilizando el kit de extraccion “Speedtools total RNA Extraction
Kit” (Biotools), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARN extraido se cuantificd en un
espectrofotometro NanoDrop (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific) y se conservo a -

80°C hasta su uso.

4.2. SINTESIS DE ADNc

El &cido desoxirribonucleico complementario (ADNCc) se obtuvo a partir del ARN total extraido
mediante el kit “Verso cDNA Synthesis Kit” (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se utilizo el siguiente programa de transcripcion inversa: 1 ciclo
de 30 minutos a 42°C para la sintesis de ADNc y 2 minutos a 95°C para la inactivacion de

desoxirribonucleasas (DNAsas).

43. PCREN TIEMPO REAL (RT-PCR) O PCR CUANTITATIVA (qPCR)

Mediante PCR en tiempo real, también conocida como PCR cuantitativa, se determinaron los
niveles de expresion de diversos genes. Para ello, se amplificaron 50 ng de ADNc por reaccion,
en duplicado, utilizando los reactivos SYBR Green qPCR Master Mix (Biomake, Munich,
Alemania) en un termociclador RotorGen (Corbett; Thermo Fisher Scientific). Las condiciones
de amplificacién fueron las siguientes: 1 ciclo de 10 minutos a 50°C, 1 ciclo de 3 minutos a
95°C, 40 ciclos de 20 segundos a 95°C y 20 segundos a 60°C. Los niveles de expresion de los
genes se normalizaron utilizando como control al gen de la p-actina. Estos niveles se
cuantificaron mediante el método 24, donde ACt = Ctgen - Ctp-actina. EN situacion basal o no

transfectada (NT), ACt se consideré como 0 y, por tanto, 2° = 1.

Para estudiar la expresion en situacion basal o tras los ensayos de silenciamiento de WNT5A 'y
de sus receptores en FLS se utilizaron los cebadores de QIAGEN (Hilden, Alemania) para los
siguientes genes: WNT5A, FZD1, FZD2, FZD4, FZD7, ROR1, ROR2, RYK y -ACTINA.

Para estudiar la produccion de mediadores inflamatorios y metaloproteasas en FLS tras

tratamiento con Wnt5a recombinante, TNF o tratamiento combinado se utilizaron cebadores
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para los siguientes genes: IL6, IL8, CCL2, CCL5, CXCL5, MMP1, MMP2, MMP3, MMP9 y
MMP13 (QIAGEN).

Para comparar la expresion de mediadores proinflamatorios y metaloproteasas en ratones
C57BL/6J tratados con iIROCK o tratados con vehiculo los cebadores fueron disefiados
mediante Primer3 Input Web versién 4.1.0 y sintetizados por Thermo Fisher Scientific (Tabla
7).

Tabla 7. Cebadores murinos utilizados para analizar la expresion de mediadores inflamatorios y
metaloproteasas.

GEN CEBADOR SENTIDO CEBADOR ANTISENTIDO REGION (PB)
mCcl2 | ATCCCAATGAGTAGGCTGGA TCTGGACCCATTCCTTCTITG 127
mCxcll | GCTGGGATTCACCTCAAGAA  GTGGCTATGACTTCGGTTTG &3
mCxcl5 | AGTGCCCTACGGTGGAAGT TGCATTCCGCTTAGCTTTCT 133
mlllf | GACCTTCCAGGATGAGGACA  AGCTCATATGGGTCCGACAG 183
mll6 | GTTCTCTGGGAAATCGTGGA TTCTGCAAGTGCATCATCGT 84
mMmpl | CTTCCTGCCAGAACCTTTGA TGCTAGGGAAGCCAAAGAAA 197
mMmp3 | TTGTCCCGTTTCCATCTCTC TGGTGATGTCTCAGGTTCCA 129
mMmp9 | CATTCGCGTGGATAAGGAGT TCACACGCCAGAAGAATTTG 107
mMmpl3 | TGATGAAACCTGGACAAGCA TCATGGGCAGCAACAATAAA 60
mNos2 | CACCTTGGAAGAGGAGCAAC AAGGCCAAACACAGCATACC 145
mTnfo | ACGTGGAACTGGCAGAAGAG CTGATGAGAGGGAGGCCATT 190
mActina | GCTACAGCTTCACCACCACA = ATGCCACAGGATTCCATACC 232

4.4, EXTRACCION DE PROTEINAS

Para la obtencidn de extractos proteicos totales se utilizé un tamp6n de lisis no comercial que
contiene 50 mM Tris HCI (pH 7,5), 250 mM NacCl, 30 mM NasP.O7, 5 mM EDTA, 100 mM
NaF, 1% Triton X-100 y 1 mM NasVOs. En el momento de realizar la extraccion de proteinas
se afiadié 10 pL del coctel comercial de inhibidores de proteasas (P1K2; Sigma-Aldrich) por
cada mililitro de tampdn de lisis. Mediante un raspador celular se lisaron las células. El lisado
se dejé en reposo durante 30 minutos en hielo. A continuacién, se centrifugd a 13 000 g durante
15 minutos a 4°C, se recogid el sobrenadante y se cuantificd la concentracion de proteinas
mediante el método colorimétrico Bradford utilizando el ensayo de proteinas de Bio-Rad
(California, EEUU). El extracto de proteinas se conservé a -20°C hasta su uso.

45. WESTERN BLOT

Las proteinas (entre 10 y 20 ug) se separaron en funcion de su peso molecular mediante una
electroforesis en un gel SDS-PAGE del 8% de acrilamida (NZYTech, Lisboa, Portugal). A
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continuacion, las proteinas se transfirieron a una membrana de polifluoruro de vinilideno
(PVDF) (Roche, Basilea, Suiza) tratada previamente con metanol y agua destilada. Después, la
membrana se bloqued con 5% leche desnatada en polvo en PBS-T (150 mM NaCl, 20 mM Tris
Base (pH 7,6) y 0,1 % de Tween-20) durante 1 hora en agitacion para evitar uniones

inespecificas.

Los anticuerpos primarios, recogidos en la tabla 8, se incubaron durante toda la noche a 4°C en
agitacion. La deteccion de las bandas se realizo mediante anticuerpos secundarios conjugados
con peroxidasa de rabano al afiadir el sustrato quimioluminiscente “Inmobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate” (Millipore, Massachusetts, EEUU) en el sistema
ChemiDoc™ MD Imaging System (Bio-Rad).

Tabla 8. Anticuerpos primarios utilizados en Western Blot.

PROTEINA ANTICUERPO
WNT5S5A anti-human/mouse Wnt5a (Cod: MAB645; R&D Systems)
]}11\1{15 Kit anti-MAPK family (Cod: 9926; Cell Signaling Technology, Massachusetts,
P38 EEUU)
pERK
pJNK Kit anti-fosfoMAPK family (Cod: 9910; Cell Signaling Technology)
pP38
AKT anti-human AKT (Cod: 9272; Cell Signaling Technology)
pAKT anti- human pAKT (Ser473) (Cod: 9271; Cell Signaling Technology)
GSK3B anti- human GSK3f (Cod: 9315; Cell Signaling Technology)
pGSK3p anti- human pGSK3p (Cod: 9322; Cell Signaling Technology)
anti-human ROR2 (Cod: sc-374174; Santa Cruz Biotechnology, Inc., TX,
ROR2
EEUU)
RYK anti-human RYK (Cod: AP7677a; Abgent)
GAPDH anti-human GAPDH (Cod: G9545; Sigma-Aldrich)

4.6. ANALISIS ESTADISTICO

Mediante el test de Wilcoxon para datos pareados y el test de Mann-Whitney para medidas
independientes se analizaron las diferencias entre los grupos experimentales utilizando el
programa GradhPAD Prism 5.0 (GradhPAD Software, San Diego, CA, EEUU).

El test ANOVA de medidas repetidas se utiliz6 para el analisis del tratamiento con iROCK en
el modelo murino de artritis pasiva por transferencia de suero mediante el programa estadistico
IBM SPSS (IMB SPSS Statistics, Hampshire, Reino Unido).



RESULTADOS






CAPITULO 1

La sefializacion no candnica de WNT5A a través de
RYK contribuye al fenotipo agresivo de los sinoviocitos

tipo fibroblasto

Este capitulo ha sido publicado en Frontiers in Immunology. 2020;11: 555245. doi:
10.3389/fimmu.2020.555245. Editorial: Frontiers. ISSN: 1664-3224, licencia Creative
Commons Attribution License (CC BY).

Non-canonical WNT5A signaling through RYK contributes to aggressive phenotype of
the rheumatoid fibroblast-like synoviocytes.

Angela Rodriguez-Trillo!, Nerea Mosquera®, Carmen Pena!, Fatima Rivas-Tobio?, Antonio Mera-Varela3, Antonio

Gonzalezt, Carmen Conde?.

! Laboratorio de Reumatologia Experimental y Observacional y Servicio de Reumatologia, Instituto de Investigacion Sanitaria de Santiago
(IDIS), Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela (CHUS), Servicio Galego de Satde (SERGAS), Santiago de Compostela,
Espafia. 2 Servicio de Cirugia Ortopédica y Traumatologia, Hospital Virxe da Xunqueira, A Corufia, Espafia. * Servicio de Reumatologia,
Instituto de Investigacion Sanitaria (IDIS), Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela (CHUS), Servicio Galego de Satde
(SERGAS), Santiago de Compostela, Espafia

Contribucion doctoranda: realizacion de experimentos, analisis de datos y redaccion del manuscrito


http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/




RESULTADOS

1.1. EXPRESION DE WNT5A EN SINOVIOCITOS DE PACIENTES CON
ARTRITIS REUMATOIDE Y PACIENTES CON ARTROSIS

En estudios previos se ha observado un aumento de la expresion de WNT5A en tejido sinovial
y en sinoviocitos de pacientes con artritis reumatoide.'®18 Para confirmar estos datos en
nuestro estudio, analizamos la expresion de ARNm de WNT5A en FLS de 7 pacientes con AR
y 5 pacientes con artrosis (OA) mediante PCR en tiempo real. Como se muestra en la figura 16,
la expresion de WNT5A fue 2,6 veces mayor en FLS de artritis reumatoide que en FLS de
artrosis (p < 0,05).
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Figura 16. Expresién de WNT5A en FLS de AR vs OA. Niveles de ARNm de WNT5A corregidos
por la expresion de S-ACTINA analizados mediante PCR en tiempo real en 7 pacientes con ARy 5
pacientes con OA. Los valores corresponden a la media £ ESM. * indica p<0,05 (test Mann-Whitney).

1.2. WNT5A PROMUEVE LA MIGRACION E INVASION DE LOS
SINOVIOCITOS REUMATOIDES

Teniendo en cuenta la reciente implicacién de la via no canonica de WNT5A en la migracion e
invasion de células tumorales, asi como las caracteristicas pseudotumorales que adquieren los
sinoviocitos reumatoides en el curso de la enfermedad, se estudi6 el papel de WNT5A en el

fenotipo agresivo de estas células.

En primer lugar, se analiz6 el efecto de Wnt5a recombinante (rWnt5a) en la migracién de los
sinoviocitos utilizando un ensayo de “cierre de herida”, explicado anteriormente en el apartado
de material y métodos. Asi, FLS de 8 pacientes con AR y 5 pacientes con OA se cultivaron en
insertos de Ibidi donde fueron estimulados o no con 400 ng/mL de rWnt5a durante 96 horas.
Después se evalud su capacidad de migracion cuantificando el area central ocupada por las

células mediante el programa Image J. Como se puede observar en la Figura 17A-B, el
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tratamiento con rWnt5a incremento la capacidad de migracién de los sinoviocitos reumatoides
que fue un 48% superior a la observada en el grupo control no tratado. Sin embargo, este efecto
no se observo en sinoviocitos de artrosis, puesto que su capacidad de migracion fue similar en

los tratados con rWnt5a que en los controles sin tratamiento (Figura 17C-D).
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Figura 17. El tratamiento con rWnt5a aumentd la capacidad de migracion de los sinoviocitos
reumatoides. A, C) Representacion grafica del porcentaje de migracion de sinoviocitos de pacientes con
AR (A) y pacientes con OA (C) tras 96h de tratamiento con 400 ng/mL de rWnt5a con respecto al control
no tratado en cada caso, que se consider6 el 100%. B, D) Iméagenes representativas del ensayo de migracién
a las 0 y 96h en sinoviocitos reumatoides (B) y en sinoviocitos de pacientes con OA (D). Los valores
representan la media + ESM de sinoviocitos de 8 pacientes con AR y 5 pacientes con OA. * indica p<0,05
(test Wilcoxon).

A continuacion, se analiz6 si rWnt5a podria incrementar también la invasividad de los
sinoviocitos reumatoides. Para ello, las células procedentes de 6 pacientes con AR y 5 pacientes
con OA se cultivaron en insertos transmembrana Millicell recubiertos de matrigel, como
simulador de matriz extracelular, durante 48 horas. Transcurrido ese tiempo, las células
invasoras se tifieron con Giemsa y se contaron mediante el software Image J. El tratamiento con
rwWnt5a incremento significativamente la capacidad invasiva de los sinoviocitos reumatoides.
En concreto, la invasion fue un 35,7% superior a la observada en el grupo control (Figura 18A-
B). Sin embargo, el tratamiento con rWnt5a no aumento la capacidad de invasion de los FLS
de artrosis (Figura 18C-D).



RESULTADOS

200+
S *
g 1504 "
3 0 3
o A =
< % 100 z kK
£ E s
%) =)
S <
= 504 @
o)
(@]

L]
CTRL rWntba

2001
S
g 1504
2 2
@ < 0)

1004
£38 s
1%} 24
ot
E 50+ <
O
(@]

L]
CTRL rwntba

Figura 18. La capacidad de invasion de los sinoviocitos reumatoides aumentd tras el tratamiento
con rWhntba. A, C) Representacion grafica del porcentaje de células invasoras de pacientes con AR (A)
y pacientes con OA (C) a las 48h tras el tratamiento con 400 ng/mL de rWnt5a con respecto al grupo
control no tratado en cada caso, que se considerd el 100%. B, D) Imagenes representativas del ensayo de
invasién a 48h del grupo control no tratado y tras el tratamiento con rWnt5a en sinoviocitos de pacientes
con AR (B) y pacientes con OA (D). Los valores representan la media + ESM de sinoviocitos de 6
pacientes con AR y 5 pacientes con OA. * indica p<0,05 (test Wilcoxon).

1.3. LA SUPRESION DE WNT5A DISMINUYE LA CAPACIDAD DE MIGRACION
E INVASION DE LOS SINOVIOCITOS REUMATOIDES

Puesto que el tratamiento con rWnt5a incrementé la capacidad de migracion e invasién de los
sinoviocitos reumatoides, decidimos estudiar si la expresion endégena de WNT5A modula estas
capacidades. Para ello, WNT5A se silencié en sinoviocitos de 6 pacientes con AR para
someterlos posteriormente a ensayos de migracion e invasion. El silenciamiento del gen
WNT5A se realiz6 mediante transfeccion de 50 uM de siARN especifico o siARN control. La
eficacia del silenciamiento se analiz6 determinando la expresion del ARNm y de la proteina de

WNT5A mediante PCR en tiempo real y Western blot, respectivamente (Figura 19). Los
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resultados mostraron que la transfeccion de FLS con siRNA de WNT5A redujo més del 76% la

transcripcion del gen en comparacion con el siARN Control y el NT (Figura 19).
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Figura 19. Anélisis de la eficacia del silenciamiento de WNT5A. A) La expresion del ARNm para
WNTS5A con respecto a la f-ACTINA (22" se determind mediante gPCR. Los datos se muestran en relacion
a los valores obtenidos en el grupo no transfectado. B) La expresion de la proteina WNT5A se determiné
mediante WB utilizando la expresion de GAPDH como control de carga. Los valores se expresan como la
media £ ESM de FLS de 6 pacientes con AR. * y # indican p<0,05 (test Wilcoxon). NT = no transfectado.

Una vez suprimida la expresion endogena de WNT5A en los FLS, estos fueron sometidos a
ensayos de migracién e invasion. Los sinoviocitos reumatoides transfectados con 50 uM de
SiIARN WNT5A mostraron menor capacidad de migracion e invasién. En efecto, el
silenciamiento de WNT5A redujo la capacidad de migracion de los sinoviocitos reumatoides en
un 30% (Figura 20) y alrededor del 37% la capacidad de invasion (Figura 21), cuando se
compard con el grupo siARN control. Estos datos confirman el papel promotor de WNT5A en

la migracion e invasion de los sinoviocitos reumatoides.
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Figura 20. La supresién endégena de WNT5A disminuye la capacidad de migracion de los FLS. A)
Representacion grafica del porcentaje de migracion a las 96h tras el silenciamiento de WNT5A con
respecto al grupo transfectado con siARN control, que se consider6 el 100%. B) Imagenes representativas
del ensayo de migracion a las 0 y 96h. Los valores se expresan como la media = ESM de FLS de 6
pacientes con AR. * indica p<0,05 (test Wilcoxon).
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Figura 21. La supresion enddgena de WNT5A disminuye la capacidad de invasion de los FLS
reumatoides. A) Representacién grafica del porcentaje de las células invasoras a las 48h tras el
silenciamiento de WNT5A. EIl grupo tratado con siARN control se consideré el 100%. B) Imagenes
representativas del ensayo de invasion a las 48h. Los valores se expresan como la media £+ ESM de FLS
de 6 pacientes con AR. * indica p<0,05 (test Wilcoxon).

1.4.  WNT5A NO MODULA LA CAPACIDAD DE PROLIFERACION DE LOS
SINOVICITOS REUMATOIDES

Distintos trabajos en células de cancer han descrito el papel inductor de WNT5A sobre la
proliferacion celular.'®1%2 Por otro lado, como ya se ha comentado anteriormente, la

desregulacién de los mecanismos de proliferacion y apoptosis en los sinoviocitos reumatoides
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desencadena hiperplasia sinovial, que contribuye al fenotipo agresivo de los sinoviocitos
reumatoides. Por ello, se analiz6 el efecto del tratamiento con rWnt5a, asi como de la supresion
enddgena de WNT5A, sobre la proliferacion de los FLS a las 24, 48, 72 y 96h. Los resultados
mostraron que ni el tratamiento con rWnt5a ni la ausencia de WNT5A modificaron la

proliferacion de los FLS en comparacion con sus respectivos controles (Figura 22).
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Figura 22. WNT5A no modula la proliferacion de los sinoviocitos reumatoides. Representacion
grafica de la proliferacion de sinoviocitos reumatoides tratados con 400 ng/mL de rWnt5a (A) vy
transfectados con siARN Control o WNT5A (B) determinada mediante luminiscencia. La luminiscencia
obtenida para el control y el siARN Control a las 24h fue considerada el 100%. Los valores se expresan
como la media £ ESM de FLS de 4-5 pacientes con AR.

1.5.  WNT5A INDUCE LA EXPRESION DE MEDIADORES INFLAMATORIOS Y
METALOPROTEASAS EN LOS SINOVIOCITOS DE PACIENTES CON AR

Ademas de los efectos de WNT5A sobre migracion e invasion celular, distintos estudios han
implicado la via no candnica de WNT5A en la respuesta inflamatoria de distintos tipos

celulares, como células endoteliales, microglia y macrofagos.t’®180191% por |o tanto, se
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investigo el papel de WNT5A en la respuesta inflamatoria espontanea e inducida por TNF en
sinoviocitos reumatoides. Para ello, se analizd la expresién de ARNm de varias citoquinas,
quimioquinas y metaloproteasas en sinoviocitos de 7 pacientes con artritis reumatoide, tras 24
horas de tratamiento con rWnt5a (400 ng/mL), TNF (10 ng/mL) o tratamiento combinado.
Como se muestra en la Figura 23, el tratamiento con rWntba aumenté significativamente la
expresion de IL6, CXCL8/IL8, CCL2, CXCL5, MMP1y MMP13 en comparacion con el control
no tratado, aunque los niveles fueron inferiores a los alcanzados tras la estimulacion con TNF.
Aun asi, la adicion de rWntb5a al tratamiento con TNF incremento la expresion de IL6,
CXCL8/IL8 y CXCL5 en comparacion con la expresion inducida solo por TNF. Ademas,
rWhntba potencio la induccion mediada por TNF de la expresion de MMP3 y MMP9 en 2,3 y
2,7 veces, respectivamente, aungue no estimul6 significativamente su expresion basal. Sin
embargo, el tratamiento con rWntba, TNF o ambos redujo significativamente la expresion de
MMP2. Por el contrario, el tratamiento con rWnt5a no alter6 la expresion basal de la
quimioquina CCL5 ni modifico su induccion mediada por TNF (Figura 23).

Por otro lado, analizamos si la supresion de WNT5A endégeno modula la expresion de los
mediadores inflamatorios y metaloproteasas que fueron inducidos por rWnt5a. Como se
observa en la Figura 24, la supresion de WNT5A redujo la expresion basal de IL6, CXCL5 y
MMP13, y aumento la expresion de la MMP2. Ademas, la supresién de WNT5A redujo la
expresion inducida por TNF de IL6, CXCL5, MMP3 y MMP9 (Figura 24). Por lo tanto, el
conjunto de estos datos identifica a WNT5A como inductor de mediadores inflamatorios y de
metaloproteasas en FLS de pacientes con AR.
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Figura 23. Efecto de rWnt5a sobre la expresion de mediadores inflamatorios y metaloproteasas en
sinoviocitos reumatoides. Niveles de expresiéon de ARNm de mediadores inflamatorios y metaloproteasas,
corregidos por la expresion de S-ACTINA en sinoviocitos reumatoides tras el tratamiento con 400 ng/mL de
rWhntba, solo o0 en combinacion con 10 ng/mL de TNF. Los valores se expresan como la media + ESM de FLS de
7 pacientes con AR con respecto al control no tratado, considerado el 100%. * y # indican p<0,05 (test Wilcoxon).
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Figura 24. Efecto del silenciamiento de WNT5A sobre la expresion de mediadores inflamatorios y
metaloproteasas en sinoviocitos reumatoides. Niveles de expresién de ARNm de mediadores inflamatorios y
metaloproteasas, corregidos por la expresion de S-ACTINA en sinoviocitos reumatoides tras el silenciamiento de
WNTS5A, en situacion basal o tras estimulacion con 10 ng/mL de TNF. Los valores se expresan como la media +

ESM de FLS de 4-7 pacientes con AR, con respecto al grupo transfectado con siARN control, que se considero el
100%. * y # indican p<0,05 (test Wilcoxon).
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1.6. LA SENALIZACION DE WNT5A EN LOS SINOVIOCITOS REUMATOIDES
DEPENDE DEL RECEPTOR RYK

Con el fin de explorar los mecanismos moleculares responsables de los efectos de WNT5A
observados en sinoviocitos reumatoides, primero analizamos la expresion de ARNm de los
receptores de WNT5A en FLS de 7 pacientes con AR mediante PCR en tiempo real (Figura
25).
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Figura 25. Expresion de los receptores de WNT5A en sinoviocitos reumatoides. Niveles de ARNm de
los receptores FZD1, FZD2, FZD4, FZD5, FZD7, ROR1, ROR2 y RYK corregidos por la expresion de la -
ACTINA, analizados mediante PCR en tiempo real, en 7 pacientes con AR.

Los resultados de la g°PCR mostraron que seis de los ocho receptores de la via no candnica de
WNTS5A se expresaron en los sinoviocitos reumatoides. El receptor con mayor expresion fue
FZD1, seguido por RYK, y en un nivel inferior por ROR1, FZD2, FZD4 y FZD7. La expresion
de los receptores ROR2 y FZD5 fue mucho mas débil. Entonces, se decidid no seguir
investigando el papel de FZD5 como receptor en la via de sefializacion de WNT5A en los FLS
de AR dadas las dificultades para lograr un silenciamiento adecuado debido a su baja expresion
y la imposibilidad de obtener un anticuerpo bloqueante especifico anti-FZD5. Sin embargo, se
decidié continuar con la investigacion del papel del receptor ROR2 dado que existe un
anticuerpo bloqueante anti-ROR2 y puesto que trabajos previos han involucrado este receptor

en la proliferacion, migracion e invasion de células cancerosas. %1%

Para identificar los receptores implicados en la sefializacion de WNT5A en los sinoviocitos
reumatoides, se analizo el efecto de su silenciamiento en la migracion inducida por rWnt5a.
Asi, se transfectaron FLS de 6 a 8 pacientes con 50 uM de siARN para FZD1, FZD2, FZD4,
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FZD7, ROR1, ROR2, RYK, o siARN Control. A las 24 horas de la transfeccion se realizé un
ensayo de migracion tras la estimulacion de las células con 400 ng/mL de rWnt5a. La eficacia
del silenciamiento se determind mediante el anélisis de la expresion del ARNm para los
distintos receptores por PCR en tiempo real. Se obtuvo un silenciamiento eficiente superior al
80% en précticamente todos los receptores, excepto para ROR2 y para RYK. La supresion
alcanzo el 70% en el caso de RYK y s6lo el 40% en el caso de ROR2.

La migracion de los sinoviocitos reumatoides inducida por rwWnt5a no se modifico por el
silenciamiento de los receptores FZD1, FZD2, FZD4, FZD7 y RORL1, ya que tras el ensayo de
migracion el porcentaje de migracion fue similar en las células transfectadas con siARN frente

a estos genes que en células transfectadas con siARN Control (Figura 26).

siARN Control
siARN FzZD1
siARN FzZD2
siARN FzZD4
siARN FzZD7
siARN ROR1
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Migracion (%)
5
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e
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Figura 26. Efectos del silenciamiento de receptores de WNT5A en la migracion inducida por r'Wnt5a
en sinoviocitos reumatoides. Representacion grafica del porcentaje de migracién a las 96h tras el
tratamiento con 400 ng/mL de rWnt5a después de la supresiéon de FZD1, FZD2, FZD4, FZD7 o ROR1. La
capacidad de migracion del siARN Control estimulado por rwWnt5a se considerd el 100%. Los valores se
expresan como la media = ESM de FLS de 6-8 pacientes con AR.

Por lo tanto, centramos el estudio en los dos receptores para los que no se consiguié un

silenciamiento eficiente, ROR2 y RYK. Para ello, se utilizaron anticuerpos anti-ROR2 y anti-

RYK, blogueando asi su funcion en los sinoviocitos reumatoides.

Sinoviocitos de 7 pacientes se trataron con 4 pg/mL de anticuerpo anti-ROR2 (a-ROR2) y 1
hora después con 400 ng/mL de rWnt5a y sometidos, posteriormente, al ensayo de migracion.
A las 96 horas, el porcentaje de migracién basal o la inducida por rWnt5a fue similar en

sinoviocitos tratados o no con el anticuerpo anti-ROR2 (Figura 27).
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Figura 27. Efecto del anticuerpo anti-ROR2 sobre la migracion inducida por rWnt5a en sinoviocitos
reumatoides. A) Representacion grafica del porcentaje de migracion basal e inducida tras 96 h de
tratamiento con 400 ng/mL de rWnt5a en sinoviocitos tratados o no con 4 pg/mL de a-ROR2 en
comparacion con el control en situacion basal, que fue considerado el 100%. B) Imagenes representativas
del ensayo de migracion a 0 y 96h tras los distintos tratamientos. Los valores representan la media £ ESM
de FLS de 7 pacientes con AR. * indica p<0,05 (test Wilcoxon). a-ROR2: anti-ROR2.

Posteriormente, se analizo el efecto del anticuerpo anti-RYK (a-RYK) sobre la migracion de
los sinoviocitos reumatoides. Para ello, FLS de 7 pacientes con AR fueron tratados con 1 pg/mL
de anticuerpo anti-RYK y 1 hora después se trataron con 400 ng/mL de rWnt5a vy, a
continuacion, se sometieron al ensayo de migracion. Como se observa en la Figura 28, el

tratamiento con anticuerpo anti-RYK revirti6 la migracion inducida por rwntba.
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Figura 28. El bloqueo del receptor RYK reduce la migracion inducida por rwnt5a en sinoviocitos
reumatoides. A) Representacion grafica del porcentaje de la migracién basal e inducida tras 96 h de
tratamiento con 400 ng/mL de rWhnt5a en FLS tratados o no con 1 pg/mL de anticuerpo anti-RYK. El grupo
control en situacion basal fue considerado el 100%. B) Iméagenes representativas del ensayo de migracién a 0
y 96h tras los distintos tratamientos. Los valores se expresan como la media + ESM de FLS de 7 pacientes con
AR. *y # indican p<0,05 (test Wilcoxon). a-RYK: anti-RYK.

El conjunto de estos hallazgos muestra que WNT5A promueve la migracion de los sinoviocitos

reumatoides activando la sefializacién no canénica de WNT, a través de RYK.

1.7. WNT5A ESTIMULA LA MIGRACION DE LOS SINOVIOCITOS
REUMATOIDES A TRAVES DE LAS VIAS WNT/Ca?* Y RHOA/ROCK

Para profundizar més en el estudio de la via de sefializacion de WNT5A se examin6 qué rama
de la via no candnica, WNT/Ca** o WNT/PCP, se activa en los FLS reumatoides tras la
estimulacién con rWnt5a. En primer lugar, se analizo si el tratamiento con rWnt5a indujo
movilizacion de Ca?* en sinoviocitos reumatoides. Para ello, FLS de 7 pacientes fueron tratados
con 10 uM del quelante selectivo del calcio, 1,2-bis (2 aminofenoxi) etano- N, N, N, N- acido
tetraacético (BAPTA) y 1 hora después se trataron con 400 ng/mL de rWnt5a y se sometieron
aun ensayo de migracion posteriormente. El tratamiento con BAPTA redujo significativamente

la migracién inducida con rWntb5a alcanzando los niveles del control en situacién basal. El
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tratamiento con BAPTA también redujo la migracion esponténea, aunque no se alcanzé la
significacion estadistica (Figura 29). Por lo tanto, estos datos indican que la via WNT/Ca?*

puede contribuir a la migracién inducida por rwnt5a en FLS de AR.

2007 33 Control
# @l BAPTA
*
150+
100+

Migracién (%)

rWnt5a + BAPTA 96H

Figura 29. Papel de la via WNT/Ca®" sobre la migracién inducida por rWnt5a en sinoviocitos
reumatoides. A) Representacion grafica del porcentaje de migracién basal e inducida tras 96h de
tratamiento con 400 ng/mL de rWnt5a en FLS tratados o no con 10 uM de BAPTA. EIl grupo control en
situacion basal se considero6 el 100%. B) Imagenes representativas del ensayo de migracion a las 0 y 96h
tras los distintos tratamientos. Los valores se expresan como la media + ESM de FLS de 7 pacientes con
AR. * y # indican p<0,05 (test Wilcoxon). BAPTA: 1,2-bis (2 aminofenoxi) etano- N, N, N, N- &cido
tetraacético.

Por otro lado, la via de sefializacion WNT/PCP puede conducir a la activacion de RhoA/ROCK
0 a la activacion de JNK. En primer lugar, se analizé la activacion de JNK tras el tratamiento
con rWhnt5a en sinoviocitos reumatoides. Para ello, FLS de 4 pacientes con AR se trataron con
400 ng/mL de rWnt5a durante 15, 30, 60 minutos y 6 horas. A continuacién, mediante Western
blot se detectd la fosforilacion de la proteina JNK. Como control positivo, se utilizaron FLS
reumatoides tratados con 10 ng/mL de TNF a los mismos tiempos. Como se puede observar en
la figura 30A, no se observo fosforilacion de JINK en los FLS estimulados con rWnt5a, mientras
que la estimulacion con TNF indujo la activacion de JNK a los 15, 30 y 60 minutos de
tratamiento. Ademas, se analizé el efecto del tratamiento con distintas dosis de rWnt5a (de 200

a 800 ng/mL) durante 1 hora en la activacion de JNK. Como se observa en la Figura 30B,
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rwWntb5a no activé JNK con ninguna de las dosis utilizadas. Sin embargo, el tratamiento con 10
ng/mL de TNF indujo la fosforilacion de JNK.
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Figura 30. El tratamiento con rwnt5a no induce activacion de JNK en sinoviocitos reumatoides. A)
Western blot representativo del analisis temporal de los cambios en la fosforilacion de JNK tras el
tratamiento con 400 ng/mL de rWnt5a en comparacion con 10 ng/mL de TNF, en FLS de 4 pacientes con
AR. B) Imagen representativa del estado de activacion de JINK en FLS de 4 pacientes con AR tratados con
distintas dosis (200, 400, 600 y 800 ng/mL) de rWnt5a durante 1 hora en comparacion con 10 ng/mL de
TNF. pJNK: JNK fosforilado.

Con el fin de analizar si rWnt5a activa la rama RhoA/ROCK de la via PCP se utiliz6 el inhibidor
especifico de ROCK, Y-27632. Asi, los FLS fueron tratados con 20 uM de Y-27632, 1 hora
después se trataron con 400 ng/mL de rWnt5a y se realiz6 un ensayo de migracion. Los
resultados mostraron que la migracién inducida por rWnt5a se redujo significativamente en
presencia de Y-27632, ya que el porcentaje de migracién fue similar al observado en ausencia
de estimulaciéon con rWnt5a. Ademas, Y-27632 no modifico la migracion espontanea de los
FLS (Figura 31).

El conjunto de estos datos indica que WNT5A induce la migracion de los sinoviocitos
reumatoides mediante la activacion de la via WNT/Ca®* y la rama RhoA/ROCK de la via
WNT/PCP.
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Figura 31. La inhibicién de ROCK reduce la migracion inducida por rWnt5a en sinoviocitos
reumatoides. A) Representacion gréafica del porcentaje de migracién basal e inducida tras 96h de
tratamiento con 400 ng/mL de rWnt5a en sinoviocitos reumatoides tratados o no con 20 pM de Y-27632.
El grupo control en situacién basal se consideré el 100%. B) Imagenes representativas del ensayo de
migracion a 0 y 96h tras los distintos tratamientos. Los valores se expresan como la media + ESM de FLS
de 8 pacientes con AR. * y # indican p<0,05 (Wilcoxon de datos pareados). Y-27632: inhibidor de ROCK.

1.8. WNT5A ACTIVA LAS VIAS p38 Y ERK MAPK Y PI3K/AKT EN
SINOVIOCITOS REUMATOIDES

Se ha descrito que las vias de sefializacion MAPK y PI3K/AKT estan implicadas en la
migracion de los FLS de pacientes con artritis reumatoide'*®!% y en otros tipos de células.?®
Por lo tanto, se decidio analizar el efecto de WNT5A en la activacion de estas vias. Para ello,
se analizo la fosforilacion de las quinasas p38, ERK, AKT vy el sustrato de AKT, GSK3p
mediante Western blot en FLS de 6 pacientes con AR después de la estimulacién con 400 ng/mL
de rWwnt5a durante 1 hora.

Los resultados mostraron evidencias de la activacion de las MAPK quinasas y AKT (Figura
32). Se observaron niveles més elevados de fosfo-p38 (pp38), fosfo-ERK (pERK), fosfo-AKT
(PAKT) y fosfo-GSK3p (pGSK3p) en los FLS estimulados con rWnt5a que en los FLS sin

tratar (Figura 32). La diferencia mas notable se observd en la quinasa AKT, cuya forma
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fosforilada se incrementd 35 veces en comparacion con el control no estimulado. Le siguié p38,

que aumento 1,9 veces su forma fosforilada tras el tratamiento. Y, por tltimo, ERK y GSK3§

cuyas variantes fosforiladas aumentaron respecto al control, 1,6 y 1,5 veces, respectivamente.
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Figura 32. Efecto del tratamiento con rWnt5a en la fosforilacion de p38, ERK, AKT y GSK3p en
sinoviocitos reumatoides. A) Representacion grafica de la fosforilacion de las MAPKs p38 y ERK, asi
como de AKT y GSK3p en FLS tratados con 400 ng/mL de rWnt5a durante 1 h en comparacion con el
control no tratado. B) Imagenes representativas del Western blot de las 4 quinasas estudiadas. Los valores
representan la media + ESM de FLS de 6 pacientes con AR. * indica p<0,05 (test Wilcoxon). pp38: p38
fosforilado; pERK: ERK fosforilado; pAKT: AKT fosforilado; pGSK3f: GSK3p fosforilado.

A continuacion, se estudio el efecto de la inhibicidn de estas dos vias sobre la migracion de los

sinoviocitos reumatoides. Para ello, FLS de 7 pacientes con AR se trataron con inhibidores
especificos de las MAPKS p38 (SB 203580) y ERK (PD 98059) o PI3K (LY 294002) durante
1 hora y luego se estimularon o no con 400 ng/mL de rWnt5a antes de medir la migracién

mediante el ensayo de cierre de herida. Los tres inhibidores redujeron significativamente la

migracion de los FLS de AR, tanto en condiciones basales como después de la induccion con

rWntba, lo que confirma la participacion de las dos vias de quinasas (Figura 33).
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Figura 33. Los inhibidores de las MAPKs p38 y ERK, asi como el inhibidor de PI3K reduce la
migracion basal y la inducida por rwnt5a de los sinoviocitos reumatoides. Representacion grafica del
porcentaje de migracion basal e inducida tras 96h de tratamiento con 400 ng/mL de rWnt5a en FLS
reumatoides tratados o no con 10 uM del inhibidor de p38 (SB 203580), 10 uM del inhibidor de PI3K (LY
294002) 0 20 uM del inhibidor de ERK (PD 98059). El grupo control en situacion basal se considero el
100%. Los valores se expresan como la media + ESM de FLS de 7 pacientes con AR. * y # indican p<0,05
(test Wilcoxon).

1.9. WNT5A ACTIVA LAS VIAS DE SENALIZACION MAPK Y PI3K/AKT A
TRAVES DEL RECEPTOR RYK Y LA VIA DE SENALIZACION ROCK

Dado que nuestros resultados indican que WNT5A promueve la migracion de los sinoviocitos
reumatoides a través del receptor RYK, se decidi6 analizar el efecto de la inhibicion de este
receptor sobre la fosforilacion, inducida por rWntba, de las quinasas analizadas anteriormente.
Con este fin, FLS de 6 a 8 pacientes con AR se trataron durante 1 hora con anti-RYK (1 pg/mL)
0 con IgG isotipo control y se estimularon, posteriormente, 1 hora adicional con rWnt5a (400
ng/mL). Mediante Western blot se observd que el tratamiento con anti-RYK redujo
significativamente la fosforilacion inducida por rwntb5a de p38, ERK, AKT y GSK3p, mientras

que el tratamiento con IgG control no modificé la fosforilacion de estas proteinas (Figura 34).

Ademas, puesto que la migracién inducida por rwnt5a en los sinoviocitos reumatoides también
depende de la activacion de ROCK, se analiz el efecto del inhibidor especifico de ROCK, Y-
27632, sobre la fosforilacion de p38, ERK, AKT y GSK3p. Asi, FLS de 6 pacientes con AR se
trataron 1 hora con Y-27632 (20 uM) y posteriormente se estimularon durante 1 hora con

rwntsa (400 ng/mL). Los datos mostraron que la inhibicion de ROCK redujo
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significativamente la fosforilacion de p38, AKT y GSK3p y se observo una disminucién no

significativa de la activacion de ERK (Figura 35).
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Figura 34. Efecto de la inhibicion de RYK sobre la fosforilacion de p38, ERK, AKT y GSK3p inducida
por rWnt5a en sinoviocitos reumatoides. A) Representacion grafica de la fosforilacion de las MAPKs
p38 y ERK, asi como de AKT y GSK3p en FLS estimulados con 400 ng/mL de rWnt5a y tratados o no con
1 pg/mL de anti-RYK. B) Imagenes representativas del Western blot de las 4 quinasas estudiadas. Los
valores se expresan como la media £+ ESM de FLS de 6-8 pacientes con AR. * y # indican p<0,05 (test
Wilcoxon). pp38: p38 fosforilado; pERK: ERK fosforilado; pAKT: AKT fosforilado; pGSK3B: GSK3p

fosforilado; a-RYK: anti-RYK.
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Figura 35. Efecto de la inhibicion de ROCK sobre la fosforilacion de p38, ERK, AKT y GSK3p
inducida por rWntba en sinoviocitos reumatoides. A) Representacion grafica de la fosforilacién de las
MAPKSs p38 y ERK, asi como de AKT y GSK3 en FLS estimulados con 400 ng/mL de rWnt5a y tratados
0 no con 20uM de iIROCK y B) Iméagenes representativas del Western blot de las 4 quinasas estudiadas.
Los valores se expresan como la media £ ESM de FLS de 6 pacientes con AR. * y # indican p<0,05 (test
Wilcoxon). pp38: p38 fosforilado; pERK: ERK fosforilado; pAKT: AKT fosforilado; pGSK3p: GSK3p
fosforilado; Y-27632: inhibidor de ROCK.

El conjunto de estos resultados indica que WNTS5A contribuye al fenotipo agresivo de los

sinoviocitos reumatoides mediante su interaccion con el receptor RYK y la subsecuente
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activacion de diferentes vias de sefializacion (via no canénica WNT/PCP - RhoA/ROCK y
WNT/Ca?*, via de las MAPK p38 y ERK y via de AKT/PI3K).
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El papel de la inhibicion de ROCK en el modelo de

artritis experimental
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2.1. LA INHIBICION DE ROCK DISMINUYE LA SEVERIDAD DE LA ARTRITIS
EN EL MODELO MURINO POR TRANSFERENCIA DE SUERO K/BxN
Puesto que nuestros resultados in vitro indicaron que WNTS5A contribuye al fenotipo agresivo
de los sinoviocitos reumatoides a través de la via de sefializacion RYK-RhoA/ROCK, se decidid
evaluar el potencial terapéutico del inhibidor especifico de ROCK (Y-27632) en el modelo
murino de artritis pasiva. Para ello, se indujo artritis mediante transferencia de suero de ratones
K/BXN en ratones C57BL/6J y se trataron con 10 mg/Kg de Y-27632 o con vehiculo (suero
fisiologico). Asi, los ratones C57BL/6J se dividieron en dos grupos: un grupo control en el que
15 ratones (10 hembras y 5 machos) fueron tratados con suero fisioldégico y un grupo
experimental en el que 14 ratones (8 hembras y 6 machos) fueron tratados con el inhibidor de
ROCK, siguiendo el esquema terapéutico detallado en el apartado material y métodos. La
evolucidn clinica de la artritis fue evaluada por dos observadores independientes hasta el dia
10, cuando se alcanza la méaxima actividad clinica en este modelo, en nuestro animalario. La
incidencia de la artritis fue del 100% en ambos grupos de ratones y no se observaron diferencias
en el curso de la enfermedad. Como se muestra en la Figura 36, la severidad de la artritis fue
significativamente menor en el grupo tratado con el inhibidor que en el grupo control. No se
observaron diferencias en la gravedad o evolucion de la enfermedad en funcion del sexo de los

ratones (Figura 37).
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Figura 36. La inhibicion de ROCK disminuyé la severidad de la artritis experimental. Evolucién
clinica de la artritis en 14 ratones C57BL/6J tratados con Y-27632 y en 15 ratones tratados con vehiculo.
B) Imagenes representativas de patas traseras de ratones de ambos grupos a dias 0 y 10. Los valores se
expresan como la media + ESM (ANOVA de medidas repetidas). Y-27632: inhibidor de ROCK.
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Figura 37. Evolucion clinica de la artritis inducida por transferencia de suero K/BxN. Evolucion
clinica de la artritis en 18 C57BL/6J hembras (A) y 11 machos (B) tras el tratamiento con el inhibidor de
ROCK (Y-27632) o vehiculo. Los valores se expresan como la media £+ ESM (ANOVA de medidas
repetidas). Y-27632: inhibidor de ROCK.

Posteriormente, se realizd el analisis histologico de las articulaciones tibio-talares vy
articulaciones del metatarso de los ratones. Para ello, los blogues incluidos en parafina se

cortaron y tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) para estudiar la inflamacion sinovial y la
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erosion 6sea y con azul de toluidina para evaluar el dafio del cartilago. Como se observa en la
Figura 38, el analisis histoldgico reveld una reduccion significativa de la inflamacion sinovial,
del dafio del cartilago y de la erosion Gsea en el grupo de ratones tratado con el inhibidor de
ROCK en comparacion con el grupo control. De este modo, la inflamacién sinovial fue un
42,3% inferior en los ratones tratados con iROCK con respecto al grupo control. Se observd
una disminucién similar, del 38,6%, en el dafio del cartilago. La reduccion de la erosion dsea

fue mas marcada, con un descenso del 48,3%.
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Figura 38. La inhibicion de ROCK disminuyé la inflamacién sinovial, el dafio del cartilago y la
erosion dsea. A) Graduacion histologica de la inflamacion sinovial, dafio del cartilago y erosién 6sea en
las articulaciones de ratones control (vehiculo) y tratados (Y-27632). B) Imagenes representativas de la
tincion de hematoxilina y eosina (H&E) y azul de toluidina en ambos grupos de ratones. Las flechas indican
infiltrado celular (H&E) y pérdida de proteoglicanos y destruccion del cartilago (azul de toluidina). Los
valores se expresan como la media + ESM. * P<0,05 (test de Mann- Whitney). Y-27632: inhibidor de
ROCK.

Para evaluar mas a fondo el impacto del tratamiento con iIROCK en la erosion ésea, las
secciones histoldgicas fueron tefiidas con la tincion para la actividad fosfatasa acida tartrato
resistente (TRAP), que permite identificar la presencia de osteoclastos y las areas de resorcién
en el tejido 6seo. Como se observa en la Figura 39, esta tincion permitio6 identificar un marcado
descenso de osteoclastos TRAP positivos en ratones tratados con el inhibidor de ROCK en

comparacion con los ratones tratados con vehiculo.
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Figura 39. La inhibicién de ROCK redujo la actividad fosfatasa acida tartrato-resistente (TRAP) en
ratones artriticos. A) Graduacion histologica de la actividad fosfatasa acida tartrato-resistente en el grupo
control (vehiculo) y el grupo tratado (Y-27632). B) Imagenes representativas de la tincion de TRAP en
ambos grupos. Las flechas indican células TRAP positivas (osteoclastos, en rojo) en las areas de erosion
local. Los valores se expresan como la media £ ESM. * P<0,05 (test de Mann- Whitney). TRAP: fosfatasa
acida tartrato-resistente. Y-27632: inhibidor de ROCK.

2.2. LA INHIBICION DE ROCK DISMINUYE LA RESPUESTA INFLAMATORIA
EN EL TEJIDO ARTICULAR DE RATONES ARTRITICOS

Con el fin de analizar los mecanismos que contribuyen a la reduccion de la severidad de la
artritis en ratones tratados con el inhibidor de ROCK, se analiz6 la expresién de mediadores
inflamatorios y Mmps mediante PCR a tiempo real a partir de ARN extraido de las
articulaciones de 9 ratones controles y 9 ratones tratados con Y-27632. Los niveles de ARNm
de 111B, 116, Cxcll, Mmp3, Mmp9 y Mmp13 en el tejido articular de ratones tratados con el
inhibidor de ROCK fueron significativamente menores que los observados en el grupo control,
tratado con vehiculo (Figura 40), excepto los niveles de Cxcl5 que mostraron una disminucion
no significativa con el tratamiento. Ademas, hay que destacar que el inhibidor redujo la
expresion de Tnfo y Nos2, hasta los niveles detectados en el tejido articular de ratones
C57BL/6J sin artritis, aunque estas diferencias no alcanzaron la significacion estadistica (Figura
40). Por el contrario, la inhibicion de ROCK no modifico la expresion de la quimioquina Ccl2

cuyo nivel de expresidn fue similar en ambos grupos de ratones (Figura 40).
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Figura 40. La inhibicién de ROCK disminuy0 la expresion de mediadores inflamatorios y metaloproteasas
en tejido articular de ratones artriticos. Niveles de ARNm de los distintos mediadores inflamatorios y
metaloproteasas corregidos por la S-Actina en ratones artriticos, tratados con Y-27632 o con vehiculo, y ratones
controles sin artritis. Los valores representan la media + ESM de 6-9 ratones en cada grupo con respecto al
control sin artritis, considerado el 100%. * y # indican p<0,05 (test de Mann- Whitney). Y-27632: inhibidor de
ROCK.
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2.3. LA DIFERENCIACION Y FUNCION DE OSTEOCLASTOS DE RATONES
ARTRITICOS DISMINUYE TRAS LA INHIBICION DE ROCK

La importante reduccion de la erosion 6sea y de la actividad TRAP observada en las
articulaciones de ratones artriticos tratados con Y-27632 indica el efecto de la inhibicion de

ROCK en la modulacién del metabolismo 6seo en la artritis.

Con el fin de estudiar los mecanismos implicados en este proceso, se analizé el efecto in vitro
del inhibidor de ROCK en la diferenciacion y funcién de osteoclastos derivados de precursores
de MO de ratones C57BL/6J artriticos. Para ello, los precursores de osteoclastos se
diferenciaron a osteoclastos in vitro mediante el tratamiento con MCSF (40 ng/mL) y RANKL
(100 ng/mL) durante 8 dias, como se ha detallado en el apartado material y métodos. Durante
este proceso, los precursores se trataron con distintas concentraciones de iROCK: 20, 40, 80 o
100 uM vy el control, con 0,04% de DMSO en el medio de cultivo (vehiculo). El tratamiento
con Y-27632 redujo drasticamente la diferenciacion hacia osteoclastos. Como se observa en la
Figura 41, la menor dosis del inhibidor utilizada, 20 pM, redujo en un 82,8 % el porcentaje de
células TRAP+ multinucleadas (osteoclastos) en comparacion con cultivos tratados con el
vehiculo DMSO (Figura 41). Ademas, esta reduccion fue dosis dependiente ya que el
incremento de la concentracién del inhibidor disminuyé el porcentaje de osteoclastos tras el
proceso de diferenciacion, obteniendo solo el 6 % de osteoclastos con 100 uM de Y-27632
(Figura 41).
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MCSF + RANKL

MCSF + RANKL + Y- MCSF + RANKL + Y-
2763220 uM 27632 40 uM

MCSF + RANKL + Y- MCSF + RANKL + Y-
27632 80 uM 27632 100 uM

Figura 41. La inhibicion de ROCK bloquea la diferenciacion in vitro de osteoclastos en ratones
artriticos. A) Representacion grafica del porcentaje de células TRAP+ multinucleadas diferenciadas a
partir de precursores de médula 6sea de ratones artriticos, tratados con MCSF (control negativo), MCSF +
RANKL (control positivo, considerado el 100%) y distintas concentraciones del inhibidor de ROCK (20,
40, 80 y 100uM). B) Imagenes representativas de osteoclastos obtenidos en el proceso de diferenciacion
con los tratamientos indicados. Los valores se expresan como la media + ESM de células de 7 ratones
artriticos. * indica p<0,05 (test Wilcoxon). MCSF: factor estimulante de colonias de macréfagos, RANKL.:
ligando de receptor activador para el factor nuclear kB; Y-27632: inhibidor de ROCK.

Como se muestra en la siguiente figura, la reduccién del nimero de células TRAP positivas
multinucleadas observadas con el tratamiento de iROCK no se puede atribuir a un exceso de

apoptosis en los precursores de MO dado que no se observaron cambios en la supervivencia

celular en comparacion con el control positivo, tratado solo con MCSF y RANKL (Figura 42).
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Figura 42. La viabilidad de los precursores de MO no se afectd por el tratamiento con el inhibidor
de ROCK. Representacion grafica de la viabilidad de los precursores de MO tratados durante 8 dias con
las concentraciones de Y-27632 indicadas en el ensayo de osteoclastogénesis. La viabilidad celular se
cuantificé con el kit “CellTiter-Glo Luminiscent Cell Viability Assay” y la luminiscencia obtenida para
el control positivo fue considerada el 100%. Los valores representan la media + ESM de FLS de 4 ratones
artriticos. MCSF: factor estimulante de colonias de macr6fagos; RANKL.: ligando de receptor activador
para el factor nuclear k B; Y-27632: inhibidor de ROCK.

Para determinar el efecto del inhibidor de ROCK sobre la capacidad funcional de los
osteoclastos diferenciados in vitro, precursores de MO procedentes de ratones artriticos se
diferenciaron a osteoclastos en placas de cultivo con pocillos recubiertos de carbonato de apatita
y se cuantificaron las areas de resorcion ésea producidas. El tratamiento con el inhibidor Y-
27632 redujo las areas de resorcion un 46% cuando se compard con el control tratado con
vehiculo, como se muestra en la Figura 43.
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Figura 43. La inhibicién de ROCK disminuyé la resorcion del carbonato de apatita producida por
osteoclastos. A) Representacion grafica del porcentaje de resorcion producida por osteoclastos derivados
de MO de ratones artriticos tratados con 40uM de Y-27632 y del control tratado con 0,04% de DMSO,
considerado el 100%. B) Iméagenes representativas de las areas de resorcion de los distintos tratamientos.
Los valores se expresan como la media + ESM de células de 6 ratones artriticos. * indica p<0,05 (test
Wilcoxon). Y-27632: inhibidor de ROCK.
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2.4. LA INHIBICION DE ROCK NO MODULA A LOS OSTEOBLASTOS EN
RATONES ARTRITICOS

Puesto que ROCK esta implicado en la diferenciacion y funcion de los osteoclastos en ratones
artriticos, se ha planteado a la posibilidad de la participacion de ROCK en el otro tipo celular
implicado en el remodelado 6seo, los osteoblastos. La funcién de los osteoblastos se evaluo
mediante un ensayo de mineralizacién, explicado en el apartado material y métodos. Tras 10
dias de cultivo de los osteoblastos con distintas concentraciones de iROCK (40, 80 y 100 uM)
0 0,04% de DMSO, se realizd la tincion de von Kossa para analizar el grado de mineralizacion.
Se observo gue el tratamiento con iIROCK no incremento la osteoblastogénesis ni la formacion
de ndédulos mineralizados en ninguna de las dosis utilizadas en comparacion con el control

tratado con DMSO (Figura 44).
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Figura 44. ElI nGmero de osteoblastos obtenidos de ratones artriticos y su funcién no se alteré por la
inhibicién de ROCK. A) Representacion grafica del porcentaje de matriz ésea producida por osteoblastos
primarios de ratones artriticos tratados con las concentraciones indicadas de Y-27632 y del control tratado

con 0,04% de DMSO, considerado el 100%. B) Imégenes representativas de nddulos mineralizados de los
distintos tratamientos. Los valores se expresan como la media £ ESM de células de 5 ratones artriticos. Y-
27632: inhibidor de ROCK.

2.5. LA INHIBICION DE ROCK REDUCE LA DIFERENCIACION Y FUNCION

DE LOS OSTEOCLASTOS EN PACIENTES CON AR

En la patogenia de la AR, el aumento de la actividad de los osteoclastos es crucial en la pérdida
Osea irreversible que conduce a deformidades articulares y a la incapacidad funcional en los

pacientes que la padecen.

Con el fin de analizar si el efecto de la inhibicion de ROCK sobre la diferenciacion y funcion

de osteoclastos en ratones artriticos se confirma en pacientes, se obtuvieron células PBMCs de
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pacientes con artritis inflamatoria que van a iniciar tratamiento con FAME. Posteriormente, se
diferenciaron a osteoclastos mediante el tratamiento con MCSF (25 ng/mL) y RANKL (100
ng/mL) durante 21 dias. Ademas, se trataron con distintas concentraciones de iROCK: 20, 40,
80 y 100 uM. El grupo control se traté con 0,04% de DMSO (vehiculo). Como se observa en
la Figura 45, el tratamiento con Y-27632 redujo significativamente las células TRAP+
multinucleadas obtenidas, en comparacion con los cultivos tratados con el vehiculo DMSO.
Esta reduccion fue dependiente de dosis, ya que se incrementdé con el aumento de la
concentracion del inhibidor. Asi, el mayor efecto se observé con la concentracion de 100 uM
del inhibidor, con la que la osteoclastogénesis se redujo en un 90 % en comparacion con el
grupo control.
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MCSF MCSF + RANKL

MCSF + RANKL + MCSF + RANKL +
Y-27632 20 uM Y-27632 40 uM

MCSF + RANKL + MCSF + RANKL +
Y-27632 80 uM Y-27632 100 uM

Figura 45. La inhibicién de ROCK reduce la diferenciacién in vitro de los osteoclastos en pacientes con artritis.
A) Representacion gréafica del nimero de células TRAP+ multinucleadas diferenciadas a partir de PBMCs de pacientes
con artritis, tratados con MCSF (control negativo), MCSF + RANKL (control positivo, considerado el 100%) y
distintas concentraciones del tratamiento de iROCK (20, 40, 80 y 100uM). B) Iméagenes representativas de los
osteoclastos obtenidos con los tratamientos indicados. Los valores se expresan como la media + ESM de células de 6
pacientes con artritis. * y # indican p<0,05 (test Wilcoxon). MCSF: factor estimulante de colonias de macrofagos,
RANKL.: ligando de receptor activador para el factor nuclear k B; Y-27632: inhibidor de ROCK.
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También se estudio el efecto del inhibidor de ROCK sobre la capacidad de resorcion dsea de
los osteoclastos diferenciados in vitro. Para ello, PBMCs se diferenciaron a osteoclastos en
pocillos recubiertos de carbonato de apatita y se cuantificaron las areas de resorcion 0sea
producidas. Como se observa en la Figura 46, la inhibicion de ROCK redujo en un 72% las

areas de resorcion en comparacion con el grupo control tratado con vehiculo.
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Figura 46. La inhibicién de ROCK disminuyd el area de resorcién sobre carbonato de apatita. A)
Representacion grafica del porcentaje de resorcion producida por osteoclastos derivados de PBMCs de
pacientes con artritis, tratadas con 80uM de Y-27632 y del control tratado con 0,04% de DMSO,
considerado el 100%. B) Imagenes representativas de las areas de resorcion de los distintos tratamientos.
Los valores se expresan como la media + ESM de células de 5 pacientes con artritis. * indica p<0,05 (test
Wilcoxon). Y-27632: inhibidor de ROCK.
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1. WNT5A contribuye al fenotipo agresivo de los FLS de pacientes con
AR promoviendo su capacidad de migracion e invasién y la expresion
de mediadores inflamatorios

En la AR, los sinoviocitos tipo fibroblasto tienen un papel central en la inflamacion persistente
y la progresion hacia el dafio articular. Estas células adquieren un fenotipo agresivo,
pseudotumoral, que se caracteriza por la sobreexpresion de protooncogenes, mutaciones en
genes supresores de tumores, aumento de la proliferacion y resistencia a la apoptosis y a la
inhibicion por contacto. Este fenotipo agresivo se mantiene a lo largo del tiempo, incluso en
ausencia de estimulo inflamatorio externo. Recientemente, numerosos trabajos se han centrado
en el estudio del fenotipo agresivo de los sinoviocitos reumatoides. 8275899293201 Sin empargo,
el aumento de la capacidad de migracion e invasion de estas células es un aspecto de su fenotipo

que no ha sido suficientemente estudiado y que puede proporcionar nuevas dianas terapéuticas.

Trabajos previos han destacado el papel de la via de sefializacion de WNTS5A en procesos de
migracion e invasion durante el desarrollo embrionario y en distintas patologias.t814%160 pege
a la existencia de trabajos que sugieren la contribucion de WNT5A en la patogenia de la AR,
se desconoce su papel en el fenotipo agresivo de los sinoviocitos. Por ello, en este trabajo de
tesis se ha analizado el papel de la sefializacién no canénica de WNT5A en la capacidad de
migracion, invasion y proliferacion de los sinoviocitos reumatoides, asi como en la produccion

de mediadores inflamatorios.

Nuestros resultados indican que WNT5A contribuye al fenotipo agresivo de los FLS
reumatoides promoviendo su capacidad de migracion e invasion. Este efecto fue demostrado
no solo con la adicion de rWntba, sino también con el silenciamiento de la expresion enddgena
de WNT5A. Ademas, hemos encontrado que este efecto modulador es especifico de FLS de
pacientes con AR, ya que el tratamiento con rWnt5a en FLS de pacientes con OA no incremento

su capacidad de migracion e invasion.

El analisis de expresion de WNTS5A en sinoviocitos de ambas enfermedades también mostro
diferencias, asi el nivel de ARNm de WNT5A fue casi tres veces superior en sinoviocitos
reumatoides que en los de pacientes con OA. En el mismo sentido, el trabajo de Sen y col 1%
ya mostrd una expresion significativamente mayor de WNT5A en tejido sinovial de pacientes

con AR en comparacién con tejido sinovial procedente de pacientes con OA.
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El papel regulador de WNTS5A sobre la migracion e invasion de los sinoviocitos reumatoides
es consistente con trabajos previos en distintos tipos de cancer. Asi, la sobreexpresion de
WNT5A en lineas celulares de cancer nasofaringeo indujo significativamente migracion e
invasion mientras que su silenciamiento las disminuy6.1’® WNT5A también indujo migracion
e invasion en cancer gastrico a través de su unién con FZD2 y ROR2, y el tratamiento in vivo
con anticuerpo anti-Wnt5a inhibi6 el desarrollo de metastasis hepaticas de células cancerosas
gastricas.?®? Del mismo modo, WNT5A indujo migracion en células de leucemia linfocitica

203 y melanoma.?®* También se ha descrito que WNT5A promueve la migracion de

cronica
celulas de osteosarcoma a través de los receptores ROR1/2 y mediante la activacién de Daam1
y RhoA.?% Sin embargo, el papel de WNT5A es complejo y depende del contexto celular, lo
que podria explicar los efectos opuestos que se han descrito en otras células cancerosas. Asi, el
aumento de expresion de WNT5A en células de cancer de colon se ha asociado con un mejor
pronostico debido a la disminucion de la capacidad de migracion e invasion de estas células,
asi como a la reduccion de metastasis.}’”” También se ha demostrado que altos niveles de
expresion de WNT5A en cancer de préstata de grado bajo se asocia con una mejor evolucion y
prondstico en pacientes sometidos a prostatectomia al disminuir la capacidad invasiva de la

células tumorales.296:207

La dependencia del efecto de WNT5A en funcion del tipo celular es una caracteristica comdn
de los ligandos WNT, donde el contexto celular es el principal determinante de factores tales
como el repertorio de receptores y transductores de sefial expresados.? La falta de respuesta a
rwWntba de los sinoviocitos de pacientes con OA constituye otro ejemplo de la importancia del
contexto celular. Un contexto que difiere en un amplio rango de marcas epigenéticas y patrones

de expresion génica entre los FLS de AR y los de OA.209210

La magnitud de los cambios observados en los sinoviocitos reumatoides en la migracion e
invasion fue alrededor de un tercio del nivel de referencia. Estos cambios son modestos en
comparacion con los inducidos por algunas citoquinas y quimioquinas,?**-2*3 pero similares a
lo observado en otros estudios, incluido el estudio que bloquea la via Sonic hedgehog'®® o la

supresion de la catepsina B.?*

Por otro lado, otros estudios también han demostrado el papel de WNT5A en la modulacion de
la proliferacion celular.1%2215216 Asi WNTSA estimula la proliferacion celular en la leucemia

linfocitica cronica mediante la activacién de ERK mediante la via ROR1/DOCK?2.2%5 En la
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misma linea, la sobreexpresion de WNT5A en condrocitos incrementd su capacidad de
proliferacion, migracion e hipertrofia.?!® Sin embargo, en este trabajo de tesis, WNT5A no
moduld la capacidad de proliferacion de los FLS, ya que no se produjeron cambios ni con el
tratamiento de rWntba ni con el silenciamiento de WNT5A enddgeno. Estos datos sefialan

nuevamente la importancia del tipo celular en los efectos de la sefializacion de WNT5A.

La nueva contribucion de WNT5A a la migracion e invasion en sinoviocitos reumatoides
completa la ya conocida participacion de WNT5A en la induccion de mediadores inflamatorios
por estas células.’®>27 En este sentido, nuestro estudio confirma la induccion de IL6 y
CXCLS8/IL8, y muestra también que quimioquinas, como CCL2 y CXCLS5, y metaloproteasas
de matriz, como MMP1, MMP3, MMP9 y MMP13, son inducidas por rWnt5a en sinoviocitos
reumatoides. Estos efectos fueron corroborados con la supresion de WNT5A enddgeno. Las
quimioquinas CCL2 y CXCLS8/IL8 generalmente solo se expresan en condiciones
inflamatorias.”* Mientras que la quimioquina CCL2 es un potente quimioatrayente para
macrofagos y monocitos al sitio de lesion, las quimioquinas CXCL5 y CXCL8/IL8 promueven
el reclutamiento de neutréfilos. Ademas, la quimioquina CCL2 promueve la osteoclastogénesis
y la angiogénesis, eventos involucrados en la patogénesis de la AR.®>2'8 El papel de WNT5A
en la estimulacion de la produccion de MMPs ya fue estudiado en otros tipos celulares. Asi en
condrocitos, el tratamiento con rWnt5a indujo la expresion de MMP1 MMP3 y MMP13.21°
Nuestros resultados indican que algunos mediadores son mas sensibles a WNT5A que otros. El
primer grupo incluye IL6 y CXCLS5, que fueron modulados por rWnt5a en FLS, tanto en
condiciones basales como tras el tratamiento con TNF. Por el contrario, MMP13 solo respondid
a rwntba en ausencia de TNF, mientras que MMP3 y MMP9 fueron sensibles a rwWnt5a en
presencia de TNF, lo cual podria ser mas relevante en el contexto de la patogénesis de la AR.
Finalmente, CXCL8/IL8 y MMP1 fueron inducidas por rWntb5a, aunque no disminuyeron su
expresion tras el silenciamiento de WNT5A enddgeno. Esta heterogeneidad en la repuesta
refleja probablemente la participacion de una gran variedad de vias en la regulacion de estos

mediadores en los sinoviocitos reumatoides.

Por otro lado, nuestros datos muestran que rWnt5a regulé negativamente MMP2. Este efecto
fue confirmado con la supresion de WNT5A enddgeno, la cual provocod un aumento de la
expresion de esta metaloproteasa. Esta regulacion a la baja de la expresion de MMP2 contrasta
con la expresion disminuida de MMP2 observada en ratones artriticos con deficiencia inducible

de Wnt5a.'®8 Sin embargo, ambos resultados no son completamente comparables debido a que
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en el trabajo de ratones, el analisis de la expresion de Mmp2 se realizd en extractos de
articulaciones que constituyen una compleja mezcla celular. Nuestro resultado es concordante
con otros trabajos, que atribuyen un papel protector a esta MMP. Xue y col.”® mostraron que la
inhibicion de MMP2 aument¢ la expresion de TNFa e IL17 y activé al factor NF kB, mientras
que la adiccion de MMP2 recombinante inhibio la activacion de NF kB por sinoviocitos
reumatoides. En este sentido, Hong y col.??° demostraron que MMP2 disminuye la expresion e
inactiva a la citoquina IL17, importante en la migracion, invasion y produccién de mediadores
inflamatorios de los FLS en la AR. Ademas, ratones knockout para Mmp2 desarrollaron una
artritis mas severa, mostrando in vivo el papel protector de esta metaloproteasa.’”” No hay otros
estudios en los que se analice la regulacion de MMP2 por WNT5A en la artritis reumatoide,
pero en células de cancer pueden encontrarse ambos resultados. Asi, los trabajos de Ren y col.?%
y Sakamoto y col.??2 mostraron que WNTS5A induce la expresion de MMP2 en células de
carcinoma. Sin embargo, Cao y col.?? observaron que la activacion de WNT5A en células de
cancer de vejiga redujo la expresion de MMP2. Los estudios de Ren y col. y Sakamoto y col.
resultan interesantes puesto que mostraron que WNT5A indujo la expresion de MMP2 a través
de ROR2,%21222 yn receptor que se expresd muy poco en los sinoviocitos reumatoides y que no

moduld la migracién mediada por WNT5A de estas celulas.

La dependencia del contexto es también un factor determinante de la via de sefializacion
activada por el ligando WNT. La via especifica activada por WNT5A en los sinoviocitos
reumatoides requirio el receptor RYK. RYK es un receptor tirosina quinasa atipico debido a
que su dominio tirosina quinasa es inactivo.’*® Se ha estudiado mucho en el desarrollo del
sistema nervioso donde es importante para establecer la polaridad planar durante el desarrollo
del tubo neural y la migracion neuronal hacia la placa cortical en expansion.t%? Sin embargo,
participa en muchos otros sistemas como se ha puesto de manifiesto en ratones deficientes de
RYK. Estos ratones desarrollaron anomalias esqueléticas, craneofaciales y cardiacas, muchas
de las cuales se superponen con las observadas en ratones deficientes de WNT5A.22* Nuestros
resultados son concordantes con los hallazgos de Skaria y col.??® que describieron la activacion
de ROCK a través de la sefializacion WNT5A/RYK en células endoteliales vasculares sin la
participacion de los receptores FZD o ROR. Del mismo modo, se ha descrito que WNT5A
regula la proliferacion y repoblacion de células madre hematopoyéticas a través de su
interaccion con RYK.?%8 Sin embargo, en otro tipo de células, la sefalizacion WNTS5A/RYK

requiere la participacion de otros receptores, como describieron Anastas y col.??” en su estudio
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en melanoma. En este trabajo los autores mostraron que la sobreexpresion de WNT5A
promovio el crecimiento de células de melanoma in vitro a través de su union con FZD7 y RYK
e incremento el potencial carcinogénico de las células de melanoma in vivo, que se acompafo

de la activacion de la sefializacion de AKT.

En nuestro trabajo no se pudo excluir completamente la sefializacion a través de los receptores
FZD debido a la ausencia de reactivos especificos y al alto grado de redundancia entre ellos.??
De este modo, el silenciamiento individual de cada uno de los receptores FZD no revela
necesariamente su participacion, tal y como se observd en ratones knockout para FZD que
mostraron fenotipos incompletos debido a la sefializacion mediante otro FZD alternativo.??°
Una circunstancia que solo se podria resolver en los animales doble knockout. Este escenario
debe tenerse en cuenta porque el papel de RYK en algunos sistemas actla como un correceptor
asociado con los receptores FZD.'%2228 Por el contrario, en otros sistemas la migracion
modulada por WNT5A requiere el receptor ROR2.1%-197 Nuestros resultados mostraron que en
los sinoviocitos reumatoides ROR2 se expresa muy poco Y que este receptor no interviene en
la migracion inducida por rwnt5a. Estos hallazgos son de interés porque se ha descrito que
ROR2 recluta la proteina de union a la actina, filamina A, que conduce a la remodelacion del
citoesqueleto y extension de los filopodios mediante la activacion de JNK, % que tampoco fue
observada en los sinoviocitos reumatoides. Ademas, esta descrita una comunicacion cruzada
entre las diferentes Rho GTPasas.?*° Asi, RhoA y Rac, de ambas ramas de la via no canonica

PCP, se antagonizan entre si, y la activacion de Racl inhibe la actividad de RhoA y viceversa.

Las dos vias de sefializacién no candnica que se activaron en nuestros experimentos fueron
WNT/Ca?* y la rama de la via PCP que involucra a ROCK. Estas dos vias muestran una gran
interaccion y cooperan en algunos procesos que llevan a la superposicion de sus funciones. Asi,
un ejemplo de esta superposicion la encontramos en el desarrollo: la via PCP es importante para
la migracion celular, crecimiento de axones, sinaptogénesis y formacion de filopodios a traves
de la modulacion del citoesqueleto de actina y microttbulos, y la via WNT/Ca?* es importante
en la determinacion del destino celular, la migracion, extension convergente embrionaria y guia
de axones.'® Por lo tanto, no es sorprendente que las dos vias cooperen para potenciar la
migracion de FLS reumatoides. La participacion de ROCK también es congruente con la
funcién méas conocida de este miembro de las quinasas serina/treonina, que facilita la
contractabilidad del citoesqueleto de actomiosina. Especificamente, ROCK esta involucrado en
la formacion de fibras de estrés y adherencias focales.'®
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Una limitacion de nuestro estudio es la falta de distincion entre ROCK1 y ROCK2. Sin
embargo, este es el enfoque mas comun en la investigacion actual debido al alto grado de
homologia entre los dos, los muchos puntos en comun en su regulacién, patron de expresion y

funciones.1®3

Nuestros datos también han mostrado que, en los sinoviocitos reumatoides, la sefializacion de
la via WNT5A/RYK conduce, a través de ROCK, a la activacion de las MAP quinasas p38 y
ERK y de la via PI3K/AKT. Este hallazgo completa la via de sefializaciéon de WNT5A en los
sinoviocitos reumatoides y ademé&s implica la participacion de vias cuya relevancia en la

patogenia de la AR ya ha sido descrita.'%81%

En resumen, nuestros resultados indican que WNT5A contribuye al fenotipo agresivo de los
FLS en pacientes con AR promoviendo su capacidad de migracion e invasion y la expresion de
mediadores inflamatorios a través de las vias de sefializacion WNT/Ca®** y RYK/RhoA/ROCK
(Figura 47). De este modo, la identificacion del papel de WNT5A en el fenotipo agresivo de
los sinoviocitos reumatoides y de la via de sefializacién mejora nuestro conocimiento de la
patogenia de la AR y nos ha permitido identificar a ROCK como una potencial diana terapéutica
que podria mejorar el tratamiento de los pacientes con esta enfermedad.
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Figura 47. Vias de sefalizacion de WNT5A en los sinoviocitos reumatoides. Las moléculas
participantes se muestran junto con el respectivo reactivo utilizado para demostrar su participacion. Imagen
de autoria propia creada con BioRender.com.
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2. El inhibidor especifico de ROCK, Y-27632, disminuye la severidad de
la artritis en el modelo murino de artritis pasiva por transferencia de
suero K/BxN

Con el fin de mejorar el conocimiento del papel de ROCK en la artritis reumatoide, en este
trabajo de tesis se analizé el efecto del inhibidor especifico Y-2632 en el modelo murino de

artritis por transferencia de suero K/BxN.

Nuestros resultados muestran que el inhibidor Y-27632 es un tratamiento efectivo en este
modelo murino. Asi, la inhibicién de ROCK redujo la severidad de la artritis. Esta mejoria de
la evolucion clinica se acompafd de disminucion de la inflamacién sinovial, del dafio del
cartilago y de la erosion Osea. Estos resultados concuerdan con varios trabajos publicados
previamente. El trabajo més reciente de Okamoto y col.?®! mostr6 que el tratamiento con
Fasudil, un inhibidor no especifico de ROCK, redujo la severidad de la artritis con disminucion
de la inflamacion sinovial en ratas. Estos datos confirmaron, a su vez, un estudio mas antiguo
en el que ya se habia mostrado la activacion de la via RhoA-ROCK en tejido sinovial de
pacientes con AR y de ratas con artritis inducida por colageno.?*? En este estudio, el tratamiento
con Fasudil redujo también la severidad de la inflamacidn sinovial en ratas con artritis inducida

por colageno.??

Sin embargo, hay que sefialar que en estos trabajos las ratas artriticas se trataron con Fasudil,
un inhibidor con menor afinidad por ROCK que el inhibidor Y-27632 e inespecifico, ya que
inhibe también otras quinasas como PRK2, MSK1 y MAPKAP-K1b. Por lo tanto, la mejoria
de la artritis observada en estos trabajos no se podria atribuir a la inhibicion exclusiva de ROCK.
De este modo, nuestros resultados muestran, por primera vez, que la inhibicion de ROCK

reduce la severidad de la artritis en ratones.

Ademas, en nuestro trabajo observamos en el tejido articular de ratones tratados con Y-27632,
una reduccion de la expresion de los mediadores inflamatorios, 1113, 116, Cxcll y de las
metaloproteasas, Mmp3, Mmp9 y Mmp13, asi como una tendencia a la reduccién de Tnfa y
Nos2. Estos resultados indican la contribucion de ROCK en la sinovitis y son consistentes con
otros trabajos que han mostrado el papel de ROCK en la inflamacidn, en el contexto de la artritis
y en otras patologias. Asi, el trabajo de Okamoto y col.?! mostr6 que la inhibicion de ROCK
redujo la produccion de IL6, IL8 y GM-CSF en sinoviocitos de pacientes con AR. En la misma

linea, en el estudio de Ha y col.?%, la inhibicion de ROCK in vitro disminuy6 la produccion de
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TNFa, IL1 e IL6 por PBMCs y FLS en pacientes con AR. Ademas, se ha descrito que la
inhibicion de ROCK también redujo la produccion de 1117 e 1121 en células T de ratones con

artritis espontanea.??

En otras patologias también se ha sefialado la contribucién de ROCK en la inflamacion. Asi, el
trabajo de Wang y col.?®*, en un modelo murino de lupus eritematoso sistémico, mostré que la
expresion sérica de 116, 111 y Tnfa se redujo tras la inhibicion de ROCK cuando se compard
con los controles no tratados. En el mismo sentido, en un estudio con fibroblastos gingivales de
periodontitis, el inhibidor Y-27632 disminuyo la expresion de IL6 e IL8 inducida por LPS
mediante el bloqueo de la via NF-kB y de la MAPK p38.%%°

Otro hallazgo de gran relevancia en este trabajo de tesis es la marcada reduccion de la erosion
Osea que se observo en los ratones artriticos tratados con Y-27632 en comparacion con los
ratones del grupo control. Algunos trabajos previos ya han sugerido el papel de la via de
sefializacion RhoA-ROCK en la osteoclastogénesis. Asi, se ha descrito el papel critico de RhoA
en la formacion de fibras de actina, organizacion de podosomas (estructura de adhesion a la

matriz), motilidad y capacidad de resorcion 6sea de los osteoclastos. 3023

La reduccién del nimero de células multinucleadas TRAP positivas y de las areas de resorcion
6sea que observamos en el estudio histolégico fue debido a que la inhibicion de ROCK redujo
la diferenciacién hacia osteoclastos, asi como su capacidad funcional, como se observo en los

experimentos in vitro.

Puesto que la inhibicion de ROCK modula la diferenciacion de los osteoclastos analizamos si
este tratamiento podria afectar a los osteoblastos y su actividad, por su papel en el remodelado
6seo. Sin embargo, los experimentos in vitro que se realizaron para analizar este aspecto
mostraron que el tratamiento con el inhibidor de ROCK no afect6 la osteoblatogénesis ni la
capacidad de mineralizacion 6sea. Por lo tanto, parece que la disminucion de las erosiones dseas
observadas en ratones artriticos tratados con Y-27632 se debe a la inhibicion de la

osteoclastogénesis en ausencia de un incremento de la capacidad de reparacion 6sea.

Sin embargo, nuestros resultados contrastan con el trabajo de Nakata y y col.?*® en el que la
inhibicion de ROCK con Y-27632 y Fasudil incrementd el nimero de osteoclastos derivados
de la linea celular RAW264.7 y de precursores de médula 6sea murina. Ademas, ambos

tratamientos activaron la diferenciacion de células MC3T3-E1 hacia osteoblastos.?%®
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Aungue no hay una explicacion clara para entender estas diferencias, hay que sefialar que las
diferencias en las condiciones experimentales, en el uso de lineas celulares y, lo mas importante,
las diferencias en el estado inflamatorio de las células en ambos trabajos pueden ser
determinantes. Es posible que, en un contexto inflamatorio como la artritis los inhibidores de
ROCK reduzcan la osteoclastogénesis mientras que en ausencia de inflamacion la favorezcan
y potencien también la osteoblastogénesis. Aunque serd necesario realizar nuevos experimentos
para confirmar esta hipdtesis, en la literatura se pueden encontrar estudios que muestran
diferencias en los efectos de los tratamientos en funcion del contexto celular. Asi, en un trabajo
previo de nuestro grupo se observé que el tratamiento con el antagonista del receptor del acido
lisofosfatidico LPAL, Ki16425, no mejoro la pérdida dsea en un modelo murino de osteoporosis
menopausica.?*° Por el contrario, este tratamiento redujo la erosion 6sea en un modelo de artritis

murina® y redujo las metéstasis dseas de cancer de mama.?*1:24?

En el mismo sentido, hay que sefalar el trabajo de Simfia y col.?*® en el que estudiando los
mecanismos de la osteoporosis postmenopausica observaron que ROCK no reguld las
respuestas mecanobioldgicas de los osteocitos que impulsan la osteoclastogénesis en
condiciones premenopausicas, en presencia de estrogenos, pero si lo hizo en condiciones
postmenopausicas, cuando la concentracion de estrogenos disminuy6. Por lo tanto, podemos
especular que el efecto modulador de ROCK en el metabolismo dseo es dependiente del

contexto celular.

Las erosiones 6seas en la AR predicen un curso méas severo de la enfermedad con un mayor
grado de discapacidad e incremento de la mortalidad. Estudios radiograficos longitudinales han
mostrado que las erosiones Gseas surgen pronto en la patogenia de la AR, afectando
aproximadamente a la mitad de los pacientes no tratados aproximadamente a los 6 meses del
inicio de la enfermedad.®* La pérdida dsea focal en la AR es mediada por osteoclastos
localizados en la interfase pannus-hueso y en localizaciones subcondrales.?*42%° Estas erosiones
son producidas por osteoclastos derivados de monocitos de la circulacion que se infiltran en la
membrana sinovial reumatoide.?*® Los resultados obtenidos en el modelo murino indican que
la inhibicion de ROCK puede ser un tratamiento prometedor para reducir la inflamacion

sinovial y el dafio estructural.

Con el fin de analizar si el efecto de la inhibicion de ROCK sobre la osteoclastogénesis

observado en el modelo murino es extensible a la AR, se diferenciaron osteoclastos a partir de
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PBMCs de pacientes con artritis inflamatoria que no habian recibido tratamiento con FAMES,
en presencia o no del inhibidor Y-27632. Se eligio este tipo de pacientes para evitar la posible
influencia de los farmacos modificadores de la enfermedad sobre la idiosincrasia de los

precursores de osteoclastos en pacientes tratados.

Los resultados mostraron que el tratamiento en estos pacientes redujo drasticamente la
diferenciacion y capacidad osteolitica de los osteoclastos, confirmando los hallazgos del
modelo murino. Por lo tanto, la inhibicion de ROCK puede ser una buena estrategia terapeutica
en el control del dafio 6seo. En la actualidad, el tratamiento mas efectivo para la prevencion y
progresion de las erosiones 6seas es el inicio precoz del tratamiento, con el fin de reducir la
sinovitis. Se ha visto que un control incompleto de la sinovitis lleva a la progresion del dafio
estructural. Sin embargo, se ha observado que en algunos pacientes con AR de baja actividad e
incluso en otros en remision clinica, el dafio dseo progresa, aunque reciban tratamiento.247-249
Es posible que en este tipo de pacientes la presencia de sinovitis y osteitis residual permitan la
actividad osteoclastica, No obstante, algunos autores consideran la posibilidad de que, en
algunos pacientes, la inflamacion y el dafio estructural estén disociados y aunque la inflamacion

remita, la erosién continde.

Por lo tanto, la inhibicion de la via de sefializacion WNT5A/RYK/ROCK puede ser una
estrategia terapéutica prometedora porque actia sobre distintos aspectos de la patogenia de la

AR que podria completar o sustituir los tratamientos actuales.
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10.

WNTS5A contribuye al fenotipo agresivo de los FLS en pacientes con AR promoviendo
su capacidad de migracion e invasion y la expresion de mediadores inflamatorios y

metaloproteasas.

La via especifica activada por WNT5A en los sinoviocitos reumatoides requiere el
receptor RYK.

La interaccion WNT5A/RYK en sinoviocitos reumatoides activa las vias de

sefializacion WNT/Ca?* y la rama de la via PCP que involucra a ROCK.

En los sinoviocitos reumatoides, la sefializacion de la via WNT5A/RYK conduce, a
través de ROCK, a la activacion de las MAP quinasas p38 y ERK y de la via PISBK/AKT.

El inhibidor de ROCK reduce la severidad de la artritis en el modelo murino de artritis
por transferencia de suero K/BxN.

La inhibicién de ROCK disminuye la inflamacién sinovial, el dafio del cartilago y la

erosion osea.

El tratamiento de ratones artriticos con el inhibidor de ROCK, Y-27632, reduce la
expresion en el tejido articular de mediadores inflamatorios, como 111, 116, Cxcll y de
las metaloproteasas, Mmp3, Mmp9 y Mmp13. Ademas, se observa una disminucién no

significativa de Tnfo y Nos2.

La inhibicion de ROCK reduce la diferenciacion hacia osteoclastos a partir de células

de MO de ratones artriticos, asi como su capacidad funcional.

El tratamiento con Y-27632 no afecta la osteoblastogénesis ni la mineralizacidn sea en

ratones artriticos.

La inhibicion de ROCK reduce la diferenciacion y funcién de los osteoclastos derivados
de PBMCs de pacientes con AR.
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Non-Canonical WNT5A Signaling
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Aggressive Phenotype of the
Rheumatoid Fibroblast-Like
Synoviocytes

Angela Rodriguez-Trillo?, Nerea Mosquera’, Carmen Pena’, Fatima Rivas-Tobio?,
Antonio Mera-Varela®, Antonio Gonzalez! and Carmen Conde ™
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Spain, 3 Servicio de Reumatologia, Instituto de Investigacion Sanitaria de Santiago (IDIS), Hospital Clinico Universitario de
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We hypothesized that WNT5A could contribute to the enhanced migration and
invasiveness of rheumatoid arthritis fibroblast-like synoviocytes (RA FLS), which is one
of the incompletely understood aspects of the RA FLS aggressive phenotype. This
hypothesis is based on the previous evidence of a WNT5A role in both, RA and cell
migration. Migration and invasion of RA FLS were assessed after incubation with
recombinant Wntb5a (rWnt5a) or silencing of the endogenous WNT5A expression. The
expression of WNT5A, WNT receptors, cytokines, chemokines, and metalloproteinases
was quantified with RT-PCR. The WNT pathway was explored with gene silencing,
antibody and pharmacological inhibition followed by migration assays and
phosphoprotein western blots. Here, we reported that r'Wntba promoted migration and
invasion of RA FLS, whereas knockdown of the endogenous WNT5A reduced them.
These effects were specific to the RA FLS since they were not observed in FLS from
osteoarthritis (OA) patients. Also, rWnt5a induced the expression of IL6, IL8, CCL2,
CXCL5, MMP1, MMP3, MMP9, and MMP13 from baseline or potentiating the TNF
induction, WNTB5A signaling required the RYK receptor and was mediated through the
WNT/Ca®* and the ROCK pathway. These pathways involved the RYK and ROCK
dependent activation of the p38, ERK, AKT, and GSK3p kinases, but not the activation
of JNK. Together these findings indicate that WNT5A contributes to the enhanced
migration and invasiveness of RA FLS through RYK and the specific activation of
ROCK and downstream kinases.

Keywords: rheumatoid arthritis, fibroblast-like synoviocytes, migration, invasion, inflammatory response, WNT5A,
RYK, MAPK
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INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease
characterized by chronic inflammation and progressive
destruction of the peripheral joints (1, 2), in which the resident
fibroblast-like synoviocytes (FLS) are pivotal. These cells
contribute to joint inflammation and damage by secreting
inflammatory mediators, metalloproteinases, and cathepsins
and by invading periarticular cartilage and bone. These actions
are manifestations of the transformed-like phenotype the RA
FLS show, which is also characterized by over-expression of
proto-oncogenes, mutations of several tumor suppressor genes,
increased proliferation, resistance to apoptosis and to contact-
inhibition (3-5). This aggressive phenotype is maintained over
time even in the absence of external inflammatory stimulation
(6). Although recent research has been focused on the study of
this phenotype (7-10), the mechanisms of many aspects of the
RA FLS transformation, as their increased migration and
invasiveness, are far from been completely known.

We have hypothesized that WNT5A, a member of the
secreted glycoproteins family Wingless/integrase 1, will have
a major role because it is known to participate in similar
migration or invasion processes in health and disease and to
be overexpressed in the RA FLS. In effect, WNT5A is involved
in cytoskeleton remodeling, tissue polarization, cell migration
and axon guidance in healthy tissues (11-16) and promotes
migration and invasion in cancer cells (17-19). These actions
are mediated through the non-canonical or B-catenin
independent WNT pathways, which are the specific pathways
transmitting WNT5A signals. Specifically, WNT5A binds a
variety of receptors on the cell surface. They include the FDZ
receptors that are shared with the WNT canonical pathway, but
also other receptors, ROR1, ROR2, and RYK, which are specific
of the non-canonical WNTs and WNT5A does not bind the
canonical pathway coreceptors, LRP5/6 (20-24). In addition,
the non-canonical pathways do not mediate their signals
through the stabilization and nuclear translocation of B-
catenin as the canonical pathway does (21). In contrast, the
non-canonical signals follow either the WNT/Ca** or the PCP
(planar cell polarity) pathways (13, 14, 20). In the WNT/Ca**
signaling, the Wnt ligand-receptor interaction leads to the
release of intracellular calcium, which activates protein kinase
C (PKC), calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII), or
calcineurin (CaN). The alternative PCP pathway involves the
downstream activation of Rho family small GTPases, including
Cdc42, Rac, and RhoA. In turn, activated Rac and Cdc42
initiate downstream c-Jun N-terminal kinase (JNK)/activating
protein-1 (AP-1) signal transduction, whereas activated RhoA
leads to Rho-Kinase (ROCK) activation. In this way, the PCP
pathway regulates the cytoskeleton remodeling, tissue polarity,
coordinated cell migration and axon guidance, and the WNT/
Ca®" pathway regulates cell migration, fate determination, and
axon guidance and cooperates with the PCP pathway in
controlling tissue polarity (13, 14, 20). Dysregulation of the
WNT5A signaling has been implicated in the increased
migration and invasiveness of cancer cell lines (17-19) and

the metastatic potential of gastric, breast and nasopharyngeal
cancers (19, 25, 26).

Apart from the WNT5A effects related to migration and
invasion, which have not been studied in RA yet, there are some
pieces of evidence indicating the involvement of WNT5A in
inflammatory diseases, and specifically in RA. For example,
expression of WNT5A is increased in synovial tissue from RA
patients, both in synoviocytes and endothelial cells (27), and
WNT5A overexpression in normal fibroblast induces the
expression of IL6, IL8, and IL15 (28). A result that was
complemented by the demonstration that blockade of WNT5A
in RA FLS reduces the expression of IL6 and IL15 (29). The
stimulation of pro-inflammatory cytokines by WNT5A seems to
result from NFkB activation through Wnt/Ca**/protein kinase C
pathway in endothelial cells (27) or CaMKII in macrophages
(30), or through the PCP pathway also in macrophages (31) and
microglia (32). Also, the inducible Wnt5a deficiency in mice
reduced the severity of arthritis in the K/BxN serum-transfer
model, an effect that has been attributed to decreased
inflammation and osteoclastogenesis (33). The latter
interpretation is supported by the role of WNT5A in inducing
osteoclastogenesis by a pathway requiring the presence of ROR2
and leading to the activation of JNK in mice (34). Therefore,
accumulating evidence shows the involvement of WNT5A in RA
through a variety of mechanisms and pathways but without
addressing FLS migration and invasion.

MATERIAL AND METHODS

Patients and Cell Culture

FLS were obtained from the synovial tissue of 11 RA patients
undergoing synovectomy and 5 patients with osteoarthritis (OA)
at the time of total joint replacement. The patients fulfilled the
ACR/EULAR criteria for the classification of RA (35, 35) and all
patients provided informed written consent. The study was
performed according to the recommendations of the
Declaration of Helsinki and was approved by the Comite de
Etica de Investigacion de Santiago-Lugo.

FLS were obtained by digestion of synovial tissue as
previously described (36). Adherent cells at 80% to 90%
confluence were trypsinized and diluted at a split ratio of 1:3.
Only FLS at passages 3 and 8 were used for experiments. Cells
were treated when indicated with TNF (10 ng/ml, Sigma
Aldrich), recombinant Wnt5a (400 ng/ml, R&D, Biotechne,
Minneapolis, USA), anti-tyrosine-protein kinase RYK antibody
(1 pg/ml, Abgent, Inc. San Diego, USA), anti-tyrosine-protein
kinase ROR2 antibody (4 pg/ml; OriGene), normal rabbit IgG
(1 pg/ml; Cell Signaling) and the following inhibitors: Y-27632
2HCI (ROCK inhibitor, 20 pM, Selleckchem), PD 98059
(MAPK-ERK inhibitor, 20 uM, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA), SB 203580 (MAPK p38 inhibitor, 10 uM,
Sigma-Aldrich), LY 294002 (PI3K inhibitor, Merckmillipore,
10 uM, Merck KGaA, Darmstadt, Germany), BAPTA-AM
(Ca**chelator, 10 uM, Enzo Life Sciences, Inc. Farmingdale, NY).
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No reduction in cell viability was observed in any treatment at the
doses used.

Small Interfering RNA (siRNA) Transfection
We purchased ON-TARGETplus SMARTpool siRNAs for
WNT5A, FZD1, FZD2, FZD4, FZD5, FZD7, ROR1, ROR2,
RYK, and control siRNAs from Dharmacon (Horizon
Discovery Group, Cambridge, UK). RA FLS were cultured in
six-well plates (15 x 10* cells/well) and transiently transfected
with 50 nM of siRNA in Opti-MEM I (Gibco, ThermoFisher,
MA, USA) using DharmaFECT 1 (Dharmacon). The degree of
suppression was determined by quantitative polymerase chain
reaction (QPCR) or western blot.

Proliferation Assay

RA FLS were cultured in 96-well plates (2 x 10° cells/well) in
DMEM, 5% FBS, 1% glutamine and 1% penicillin/streptomycin.
Cells were treated with 400 ng/ml of rWnt5a for 24, 48, 72, and
96 h and proliferation was determined with the CellTiter-Glo
luminescent viability assay (Promega, Wisconsin, USA)
following the manufacturer’s instructions.

Migration Assay

RA FLS migration was analyzed by a wound closure motility assay
using Ibidi Culture Inserts (Ibidi, Martinsried, Germany) placed
into a 24-well plate. FLS were seeded (15 x 10% cells/well) in
DMEM, 10% FBS, 1% Glutamine and 1% penicillin/streptomycin
and treated with 400 ng/ml rWnt5a or other treatments when
indicate. Microphotographs were taken 0 and 96 h after the
treatment, and the areas of the remaining gaps were measured
with the Image J software (National Institutes of Health, USA).

Transwell Invasion Assay

The invasion assay was performed in 24-Well Milicell® Hanging
Cell Culture Inserts that include a polyethylene terephthalate
filter of 8.0 um pore size (Merck Millipore, Darmstadt,
Germany). The filter was coated with 200 pg/ml of the
basement membrane Matrigel (BD Biosciences, Franklin Lakes,
NJ, USA). On the upper chamber, a total of 5 x 10* FLS were
plated in 200 ul of DMEM, containing 1% FBS with or without
400 ng/ml rWnt5a. As chemoattractant, 750 pul of DMEM
containing 10% FBS was placed on the lower chamber. The
plates were then incubated for 48 h at 37°C in 5% CO,. Invading
cells were fixed with paraformaldehyde and stained with Giemsa.
Microphotographs of 10 random fields were taken in an Axio
Vert.Al (Zeiss, Oberkochen, Alemania) microscope at 20x
magnification. The number of the cells was determined using
the Image ] software (National Institutes of Health, USA).

Real-Time qPCR

Real-time qPCR was performed in duplicates using 1-Step
QRTPCR-Brilliant IIT SYBR Green (Agilent Technologies, CA,
USA) in a RotorGen (Corbett, Thermo Fisher Scientific)
thermocycler, according to the manufacturer’s protocol.
Relative levels of gene expression were normalized to the beta-
actin gene using the comparative C; method, where C, is the cycle
at which the amplification is initially detected. The relative

amount of mRNA was calculated according to the pAAACt

method, where: AC; = Cy yrget — Ct actin and AAC, = (C; garget —
Ct Actin)Basal - (Ct target Ct Actin)Treatment. For the RA FLS treated
as basal, AAC, = 0, and 2° = 1. For the experimental treatments,
the value 27" indicates gene expression relative to the beta-
actin and the value 27*“" indicates the fold change in gene
expression relative to the basal situation. The specific primers
were from Qiagen (Hilden, Germany).

Western Blot Analysis

After the indicated treatments, the proteins from the RA FLS
were extracted using a cell lysis buffer. The protein concentration
was determined with the Bradford assay (Bio-Rad Protein Assay;
Bio-Rad, CA, USA). Protein samples (10-20 ug) were resolved in
8% gradient SDS-PAGE, transferred onto PVDF membranes
(Merck Millipore, Darmstadt, Germany) and probed with
primary antibodies directed against WNT5A (R&D), p44/42,
SAPK/JNK, and p38 MAPK (MAPK Family antibody sampler
kit, #9926), AKT (#9272), GSK3B(#9315), phospho-p44/42,
phospho-SAPK/JNK, and phospho-p38 MAPK (Phospho-
MAPK Family antibody sampler kit, #9910), phospho AKT
(#9271), phospho GSK-3fB (#9322), all from Cell Signaling
Technology, Danvers, USA; and GAPDH antibody (Sigma-
Aldrich). Bound antibodies were revealed with horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies (Cell Signaling
and Santa Cruz Biotechnology), and blots were developed
using the ECL Plus detection system (ChemiDoc'" MD
Imaging System (Bio-Rad, California, EEUU)).

Statistical Analysis

Differences between experimental groups were assessed with the
Wilcoxon matched-pairs test or Mann Whitney U test. A value
of p < 0.05 was considered significant. Analyses were performed
with the GraphPad Prism software. (Prism 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EEUU).

RESULTS

WNT5A Promotes Migration

and Invasiveness of RA FLS

We analyzed the mRNA expression of WNT5A in FLS from 7 RA
and 5 OA patients by real-time PCR. As shown in Figure 1A,
WNT5A mRNA was higher in RA FLS than in OA FLS (p<0.05).
Next, we investigated the role of WNT5A on FLS migration
using recombinant Wnt5a (rWnt5a) and a cell wound-healing
assay. The preliminary experiments indicated that 400 ng/ml was
the most effective rWnt5a dose (not shown), which is in
accordance with previous studies (37, 38). FLS from 7 different
RA patients and 5 OA patients were treated with 400 ng/ml
rWnt5a for 96 h and the healed area was quantified. The
migration of RA FLS treated with rWnt5a was significantly
higher (48%) than without treatment (Figure 1B). However,
this increase in migration was not observed in the OA FLS, as the
healed area with OA FLS was similar with rtWnt5a and without
treatment (Figure 1C). Next, we investigated whether WNT5A
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FIGURE 1 | The migration and invasion of RA FLS are promoted by WNT5A. (A) Expression of WNT5A mRNA relative to that for B-actin in RA and OA patients was
determined. (B, C) The FLS from RA (B) and OA (C) patients were stimulated with 400 ng/ml "'Wnt5a and the migration rate as percentage of the control was
measured by wound-healing assays at 96 h (D, E) Percentage of RA FLS (D) and OA FLS (E) stimulated or not with 400 ng/ml rWnt5a, invading the Matrigel coated
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obtained from a total of 9 and 8 independent experiments in migration and invasion assays, respectively. “P < 0.05, by Mann Whitney U test (A) and Wilcoxon

could modify the invasiveness of the RA FLS. To this end, the
transwell invasion assay through Matrigel was used. The results
showed the RA FLS treated with rWnt5a were significantly more
invasive (35% higher) than the non-treated RA FLS (Figure 1D).
In contrast, addition of rWnt5a did not significantly increase the
invasion ability of OA FLS (Figure 1E).

In the next experiments, we analyzed whether endogenous
WNT5A modulates the migration and invasion of the RA FLS.
These experiments were conducted after the knockdown of
WNT5A by siRNA transfection, which reduced WNT5A
expression by more than 75% at the RNA and protein levels
(Figures 2A, B). The migration assay showed a significantly
reduced healed area with the knocked FLS compared with the
siControl transfected RA FLS (Figure 2C) that confirmed the

migration-promoting role of WNT5A. Also, the RA FLS
transfected with siWNT5A were significantly less invasive
(37% lesser) than the siControl transfected FLS (Figure 2D).

Finally, we also analyzed the effect of WNT5A on the
proliferation of the RA FLS. In this case, neither stimulation
with rWnt5a nor silencing of the endogenous gene expression
significantly modified the cells’ proliferation for up to 96 h
compared with the controls (data not shown).

WNT5A Promotes the Expression

of Inflammatory Mediators and
Metalloproteinases in RA FLS

We investigated the role of WNT5A in the spontaneous and TNEF-
induced inflammatory response of RA FLS. Then, we analyzed the
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mRNA expression of several chemokines, cytokines, and
metalloproteases in the FLS from 7 RA patients. As shown in
Figure 3A, rWnt5a induced the expression of IL6, IL8, CCL2,
CXCL5, MMP1, and MMP13. The attained levels with rtWnt5a were
lower than those reached after TNF stimulation. However, the
addition of r'Wnt5a to TNF further increased the expression of IL6,
IL8, and CXCL5 over the induced by TNF alone (Figure 3A). In
addition, rWnt5a potentiated the TNF induction of MMP3 and
MMP9 by 2.3-fold and 2.7-fold, respectively, although it did not
stimulate significantly their basal expression. The MMP2
metalloproteinase showed a contrasting pattern because it was
significantly decreased, by rWnt5a (Figure 3A).

To further evaluate the effect of WNT5A on the inflammatory
response of RA FLS, we analyzed whether suppression of
endogenous WNT5A modulates the expression of inflammatory
mediators and metalloproteinases that were induced by rWnt5a.
As shown in Figure 3B, WNT5A suppression induced changes in
expression that were almost completely opposite to the observed
with the addition of rWnt5a. In detail, the basal mRNA expression

of IL6, CXCL5, and MMPI3 was reduced, and the expression of
MMP2 was increased. In addition, WNT5A knockdown reduced
the TNF-induced expression of IL6, CXCL5, MMP3, and MMP9
(Figure 3B). Therefore, the two sets of experiments were widely
concordant in their support of WNT5A as an inducer of
inflammatory mediators.

WNT5A Signaling in RA FLS Is Dependent
on the RYK Receptor

To explore the mechanisms underlying the effects of WNT5A on
RA FLS, we first analyzed the mRNA expression of the WNT5A
receptors. The real-time PCR showed that six of the eight
receptors were expressed at easily detectable levels. FZDI was
the most highly expressed receptor followed by RYK, and at a
lower level by ROR1, FZD2, FZD4 and FZD7 (Figure 4A). The
ROR2 and FZD5 receptors were much lower. Then, we decided
not to continue investigating FZD5 given the difficulties to
achieve an adequate silencing due to its low expression and the
absence of specific anti-FZD5 blocking antibodies or inhibitors.
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However, we considered worth pursuing ROR2 investigation
given the reagent availability and that it has been previously
involved in proliferation, migration and invasion of several
cancer cells (39-41). Next, we analyzed the effect of the
remaining receptors knockdown on the rWnt5a-induced

migration (Figure 4B). We obtained efficient silencing

of the seven genes as assessed by real-time PCR (data not shown).

However, the knockdown of none of them, FZDI1, FZD2,

FZD7 and RORI, modified the rWnt5a induction of FLS
migration, as similar healed areas were observed in cells
transfected with targeted siRNA and with siControl (Figure
4B). Therefore, our investigation proceeded with the two
receptors without acceptable silencing, ROR2 and RYK. They
were targeted with blocking antibodies (42, 43). The anti-ROR2
antibody did not modify the basal or rWnt5a stimulated
migration (Figure 4C). Only the treatment with anti-RYK

of five

FZD4,

antibody reverted the migration of FLS induced by rWnt5a

(Figure 4D). Overall, these findings indicated that WNT5A
promotes RA FLS migration by activating RYK-dependent

non-canonical WNT signaling.

WNT5A Stimulates RA FLS Migration via
WNT/Ca*? and RhoA/ROCK Pathways
We examined which non-canonical WNT5A pathway, WNT/
Ca™ or WNT/PCP, is activated by WNT5A in the RA FLS. First,
we addressed Ca** mobilization by treating the FLS from 7 RA
patients with 10 uM of the selective calcium chelator 1,2-bis(2-
aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid (BAPTA). This
chelator significantly reduced the rWnt5a stimulated FLS
migration (Figure 5A). Therefore, the WNT/Ca** pathway may
contribute to WNT5A-induced migration of RA FLS. Next, we
analyzed the JNK activation after rWnt5a treatment. As shown in
Figure 5B, JNK phosphorylation was not detected in the rWnt5a
stimulated FLS, at any time from 15 to 6 h, whereas it was
observed at 15, 30" and 1 h after TNF stimulation. Also, rWnt5a
did not induce JNK activation in RA FLS at any of the doses from
200 to 800 ng/ml for 1 h (Figure 5C).

Therefore, we analyzed the other branch of the PCP pathway by
using the specific ROCK inhibitor, Y-27632. This inhibitor
significantly reduced the migration rate of the rWnt5a stimulated

FLS (Figure 5D). Overall these data indicated that WNT5A induces
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RA FLS. Migration of RA FLS without treatment was the 100% (A, C). Values are the Mean + Standard error of the mean (SEM) of FLS from six to eight patients with
RA obtained from 6 independent experiments. * and # indicate P < 0.05, by Wilcoxon matched-pairs test.
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RA FLS migration by activation of WNT/Ca"? pathway and the
RhoA/ROCK branch of the WNT/PCP pathway.

WNT5A Activates the p38, ERK MAPK, and
PIBK/AKT Pathways in RA FLS Through
the RYK Receptor and ROCK Signaling
The MAPK and PI3K/AKT signaling pathways have been
previously involved in the migration of RA FLS (44, 45) and
other cells (46). Therefore, we analyzed the effect of WNT5A on
the activation of p38 and ERK MAPK, and of AKT and GSK3 of
inhibiting the two pathways on RA FLS migration. The first part
of the analysis consisted of the western-blot assessment of the
kinases’ phosphorylation in the FLS from 6 RA patients after
stimulation with rWnt5a for 1 h. The results showed evidence of
the activation of the four analyzed kinases. Specifically,
significantly higher phospho-p38, phospho-ERK, phospho-
AKT and phosphor GSK3fB were observed in the rWnt5a-
stimulated FLS than in the FLS without treatment (Figure 6A).
The second part of the analysis consisted of preincubating the
RA FLS with specific inhibitors of the MAPK-p38 (SB 203580),
MAPK-ERK (PD 98059) or PI3K (LY 294002) before measuring
migration in the wound healing assay. The three inhibitors
significantly reduced the migration of the RA FLS, both in
basal conditions and after induction with rWnt5a, confirming
the involvement of the two kinase pathways (Figure 6B).
Given that our results indicate WNT5A promotes RA FLS
migration via the RYK receptor, we treated FLS from 6 RA
patients with the anti-RYK antibody or IgG control and rWnt5a
for 1 h. The western blot showed significant reductions of pP38,

pERK, pAKT, and pGSK3p that were not observed with the IgG
control (Figure 7A). In addition, we analyzed the effect of the
ROCK inhibitor, Y-27632, given the dependence on ROCK
activation of the rWnt5a-induced RA FLS migration. The
experiments were conducted as with the anti-RYK antibody but
replacing the antibody by the Y-27632 inhibitor. In this case, the
Western blot showed a significant reduction of the phosphorylated
p38, AKT, and GSK3 and a non-significant trend for diminution
of the ERK activation (Figure 7B). These results are a
confirmation of the involvement of the multiple pathways
downstream of the RYK receptor that we have identified.

DISCUSSION

Our results indicate that WNT5A contributes to the aggressive
phenotype of the FLS in RA patients because it promotes their
enhanced migration and invasion, and the expression of
inflammatory mediators via the WNT/Ca>* and RYK/RhoA/
ROCK signaling pathways (Figure 8). The regulation of RA FLS
migration and invasion by WNT5A was demonstrated not only
with the addition of r'Wnt5a, but most notably with the silencing of
endogenous WNT5A expression. This modulation was specific of
RA FLS since the migration and invasion of FLS from OA patients
were not induced. This novel contribution of WNT5A to migration
and invasion complements the already known participation of
WNT5A to the induction of inflammatory mediators by these
cells. In this respect, our study confirms the induction of IL6 and
IL8, and shows that also CCL2, CXCL5, MMP1, MMP3, MMP9,
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and MMP13 are induced by rWnt5a in the RA FLS. Also, our
results indicate that some mediators are more sensitive to WNT5A
than others. The first group includes IL6 and CXCL5, which were
modulated by WNT5A in RA FLS under the four analyzed
conditions. In contrast, MMP13 was only responsive to WNT5A
in the absence of TNF, whereas MMP3 and MMP9 were sensitive to

WNT5A only in the presence of TNF, which could be a more
relevant context for RA pathogenesis. Finally, IL8 and MMP1 were
induced by rWnt5a, but they did not decrease after WNT5A
silencing. This heterogeneity likely reflects the participation of a
variety of pathways in the regulation of each of these mediators in
the RA FLS. Our experiments also show that the promotion of
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migration requires Ca®*, RYK and ROCK, indicating the WNT5A
signal could follow the WNT/Ca** and RYK/RhoA/ROCK
signaling pathways. The latter led to the activation of p38, ERK
MAPK and PI3K/AKT. In this way, the identification of WNT5A
role is an unexplored aspect of the RA FLS phenotype, and
delimitation of the implicated signaling pathway enriches our
knowledge of RA pathogenesis and provides new targets
for treatment.

Our results are consistent with the previously reported effect of
WNT5A in embryonic development and several cancer types. In
general, WNT5A regulates embryonic tissue morphogenesis
through control of cell migration and polarization, rather than
proliferation or fate specification (13). This behavior is manifest in
embryonic processes as elongation of the body axis, growth of long
bones, digits, ribs and sternum, craniofacial morphogenesis, eyelid
development and neuronal convergent extension and axon
guidance (13, 15, 16). Regarding the involvement in cancer,
overexpression of WNT5A significantly induced migration and
invasion whereas WNT5A knockdown decreased them in cell
lines from nasopharyngeal cancer (25). WNT5A also induced
gastric cancer migration and invasion by binding to FZD2 and
ROR2, and treatment in vivo with anti-WNT5A antibody inhibited
liver metastasis of gastric cancer cells (47). In the same way,
WNT5A induced migration in chronic lymphocytic leukemia
cells (48) and melanomas (49). However, the role of WNT5A is
complex and depending on other cell characteristics. This could be
the reason explaining that opposite effects have been described in
other cancer cells (50-52). This is a common feature of WNTs
where a major determinant of the effects is the cellular context
concerning factors such as the expressed repertoire of receptors and
signal transducers (13). The lack of response to rWnt5a of the FLS
from OA patients we have found represents another example of the
importance of the cellular context. A context that differs in a broad
range of epigenetic marks and gene expression patterns between RA
and OA FLS (53, 54).

The cellular context could explain also the MMP2 expression
changes in response to WNT5A. Only MMP2 among the explored
inflammatory mediators was downregulated by rWnt5a (and
upregulated by silencing WNT5A). This downregulation contrast
with the decreased Mmp2 expression observed in Wnt5a cKO
arthritic mice (33), although the two results are not fully comparable
because of the complex mixture of tissues from the paw analyzed in
the mouse. There are no other sources of information on the MMP2
regulation by WNT5A in arthritis, but in cancer cells the two types
of results can be found. Several cells show induction of MMP2 by
WNT5A (55, 56), but others show inhibition (57). The cancer
studies are also of interest because they show that WNT5A
stimulates MMP2 expression through ROR2 (55, 56), a receptor
that was expressed at low levels in the RA FLS and that was not
involved in the WNT5A modulation of migration suggesting a
possible mechanism of the differential MMP2 regulation. The
context-dependency is also a major determinant of the specific
signaling pathway activated by the WNT ligand. The specific
pathway activated by WNT5A in the RA FLS required the RYK
receptor. RYK is an atypical receptor tyrosine kinase due to its
inactive tyrosine kinase domain (58). It has been extensively studied

in the development of nervous systems where it is important for
establishing planar polarity during neural tube development and
neuronal migration into the expanding cortical plate (16). However,
it participates in many other systems as revealed in the Ryk loss-of-
function mice with skeletal, craniofacial and cardiac abnormalities
many of them overlapping with the observed in the Wnt5a null
mice (58). This pathway of WNT5A migration promotion was in
contrast with the followed by some other systems that require
ROR2. Our results showed that ROR2 was both, expressed at very
low levels and not required for migration of the RA FLS. These
findings are of interest because ROR2 is known to recruit the actin
binding protein filamin A leading to cytoskeleton remodeling and
filopodial extension through JNK activation (59), which was also
not observed in the RA FLS.

The two intracellular signaling pathways that were activated in
our experiments were WNT/Ca®>" and the branch of the PCP
pathway involving ROCK and the downstream p38/ERK/AKT/
GSK3p kinases. The two are known to show a great deal of crosstalk
and to cooperate in some processes leading to a significant overlap
between their functions. As an example, the two overlap during
development: PCP is important for cell migration, axon growth and
pathfinding, synaptogenesis and ciliogenesis through modulation of
the actin and microtubule cytoskeletons, and the WNT/Ca*"
pathway is important in cell fate determination, cell migration,
embryonic convergent extension and axon guidance (16).
Therefore, it is not surprising that the two pathways cooperate to
potentiate FLS migration. The participation of ROCK is also very
congruent with the best-known function of this member of the
serine/threonine kinases, which is facilitating actomyosin
cytoskeleton contractility. Specifically, ROCK is involved in the
formation of stress fibers and focal adhesions (60).

The magnitude of the changes in migration and invasion was
about a third of the baseline level. These changes are modest in
comparison with the induced by some cytokines and chemokines (7,
61, 62), but similar to the observed in other studies (44, 63-65),
including the study blocking the sonic hedgehog pathway (44) or
suppressing cathepsin B (65). These examples and the reduced
severity of arthritis in the Wnt5a cKO mice (33) support the
relevance of the WNT5A modulation. In any case, the clinical
benefit of inhibiting the WNT5A pathway will depend on its
global contribution to RA, not only on the decreased migration
and invasion. Indeed, blocking WNT5A signaling would have
multiple therapeutic benefits, acting on the two aspects of RA
pathogenesis, chronic inflammation and joint damage. Specifically,
WNTS5A is involved in the production of inflammatory mediators
and metalloproteinases, in osteoclastogenesis and in FLS migration
and invasion. Some of these benefits will be obtained by blocking
downstream factors in the pathway. Accordingly, we showed here
that treatment with the ROCK specific inhibitor, Y-27632,
completely inhibited the migration of RA FLS induced by rWnt5a.
In this regard, a previous study has shown that treatment with
Fasudil, a less specific ROCK inhibitor approved for human use in
Japan, suppressed cytokine expression in RA FLS and reduced the
severity of arthritis in rats with adjuvant-induced arthritis (66).

A limitation of our study is the lack of distinction between
ROCKI1 and ROCK2. However, this is the commonest approach
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in current research because of the high degree of homology
between the two, the many commonalities in their regulation,
pattern of expression, and functions, and the fact that most
inhibitors do not distinguish between them (including Y-27632
and Fasudil) (60). Another limitation is the impossibility to
completely exclude signaling through FZD receptors due to the
absence of specific reagents and the high degree of redundancy
between them (67). Therefore, silencing the FZD one by one will
not disclose their involvement, as happened with the individual
FZD knockout mice that showed incomplete phenotypes due to
signaling through alternative FZD (68). A circumstance that was
only disclosed in the double knockout animals. This scenario
should be considered because the role of RYK in some systems
acts as a co-receptor associated with FZD receptors (16, 58, 67).

In summary, our discovery of the WNT5A/RYK/ROCK
signaling pathway as a promoter of the enhanced migration
and invasion of RA FLS and the definition of other components
of the aggressive phenotype of the RA FLS has led to the
identification of molecular targets that might be therapeutically
beneficial in the RA patients.
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CONSELLERIA DE SANIDADE Edificio Administrativo San Lazaro

15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA

Secretaria Xeral Técnica Tel: 881546425. Correo-e: ceic@sergas.es

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DE SANTIAGO-LUGO

Guillermo José Prada Ramallal, Secretario del Comité de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo,

CERTIFICA:
Que este Comité evalud en su reunion del dia 18 de enero de 2018 el estudio:

Titulo: Nuevos biomarcadores y tratamientos a partir del fenotipo agresivo de los
sinoviocitos en la artritis reumatoide

Promotor: Instituto de Salud Carlos III

Tipo de estudio: Outros

Version:

Cédigo del Promotor:

Cédigo de Registro: 2017/521

Y, tomando en consideracién las siguientes cuestiones:

- La pertinencia del estudio, teniendo en cuenta el conocimiento disponible, asi como los
requisitos legales aplicables, y en particular la Ley 14/2007, de investigacion biomédica, el
Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los requisitos basicos
de autorizacion y funcionamiento de los biobancos con fines de investigaciéon biomédica y del
tratamiento de las muestras biolégicas de origen humana, y se regula el funcionamiento y
organizacién del Registro Nacional de Biobancos para investigacién biomédica, la ORDEN
SAS/3470/2009, de 16 de diciembre, por la que se publican las Directrices sobre estudios
Postautorizacién de Tipo Observacional para medicamentos de uso humano, y la Circular n2
07/2004, de investigaciones clinicas con productos sanitarios.

- La idoneidad del protocolo en relacidén con los objetivos del estudio, justificacién de los
riesgos y molestias previsibles para el sujeto, asi como los beneficios esperados.

- Los principios éticos da Declaracion de Helsinki vigente.

- Los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Comité.

Emite un dictamen FAVORABLE para la realizacion del estudio por el/la investigador/a del
centro:

Centros Investigadores Principales

IDIS-CHUS Carmen Conde Muro

En Santiago de Compostela, a 23 de enero 2018.

El Secretario del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago Lugo,
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CONSELLERIA DE SANIDADE Edificio Administrativo San Lazaro

15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA

Secretaria Xeral Técnica Tel: 881546425. Correo-e: ceic@sergas.es

Se emite un dictamen FAVORABLE CONDICIONADO a aclarar el punto 3.1 de las primeras aclaraciones
solicitadas.

NOTA: Se recuerda que para la valoracién de las condiciones por parte del Comité, se debe aportar, junto a
la nueva version del protocolo que incluya las oportunas modificaciones resaltadas e identificadas, un
documento dénde se expliciten cada una de las aclaraciones aportadas y la ubicacién exacta en el nuevo
protocolo.

En Santiago de Compostela, a 23 de enero de 2018.

El Secretario del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago Lugo,

Guillermo José Prada Ramallal
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CONSELLERIA DE SANIDADE Edificio Administrativo San Lazaro

15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA

Secretaria Xeral Técnica Tel: 881546425. Correo-e: ceic@sergas.es

Guillermo José Prada Ramallal, Secretario del Comité de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo,

HACE CONSTAR QUE:

1.- El Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo cumple tanto en su
composicién como en sus PNTs los requisitos legales vigentes (RD 1090/2015 de ensayos clinicos, y
la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica).

2.- La composicién actual del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago-Lugo es:

e Juan Manuel Vazquez Lago (Presidente). Médico especialista en Medicina Preventiva y
Salud Publica. Area de Gestion Integrada de Santiago.

e Pilar Rodriguez Ledo (Vicepresidenta). Médico especialista en Medicina Familiar y
Comunitaria. Area de Gestién Integrada de Lugo.

e Guillermo José Prada Ramallal (Secretario). Médico especialista en Farmacologia Clinica.
Area de Gestién Integrada de Santiago. Fundacién Ramén Dominguez.

¢ Lorenzo Armenteros del Olmo (Vicesecretario). Médico especialista en Medicina Familiar
y Comunitaria. Area de Gestién Integrada de Lugo.

e Francisco Campos Pérez. Bidlogo. Instituto de Investigaciéon Sanitaria de Santiago de
Compostela.

e Rosana Castelo Dominguez. Farmacéutica de Atencién Primaria. Area de Gestion Integrada
de Santiago.

e Ricardo Garcia Martinez. Licenciado en Derecho. Area de Gestién Integrada de Lugo.

e Jaime Gulin Davila. Farmacéutico especialista en Farmacia Hospitalaria. Area de Gestién
Integrada de Lugo.

e Victor Herran Carreira. Paciente. ADIL-Asociacion de Diabéticos Lucense.

e Maria Jestis Lamas Diaz. Farmacéutica especialista en Farmacia Hospitalaria. Area de
Gestidn Integrada de Santiago.

e Carlos Rodriguez Moreno. Médico especialista en Farmacologia Clinica. Area de Gestién
Integrada de Santiago.

e Rafael Carlos Vidal Pérez. Médico especialista en Cardiologia. Area de Gestién Integrada de
Lugo.

e Maria Jestis Wandosell Picatoste. Enfermera. Area de Gestién Integrada de Santiago.

Para que conste donde proceda, y a peticiéon del promotor/investigador, en Santiago de Compostela,
a 23 de enero de 2018.

El Secretario del Comité Territorial de Etica de la Investigacién de Santiago Lugo,
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Guillermo José Prada Ramallal



lOF. Asl

‘e e
P
+1+

ﬁLEcgw'ON TERAITORIAL 15071 A Coruha
Xelatura Territorial da Conselleria do
Medio Rural e do Mar
REXISTRO XERAL DA XUNTA DE GALICIA Carmen Conde Muro

=X STRY DO EDFICIC ALIMNSTRA TG DA GUFIRA
A CORLNA

'2;

Centro de Investigacion en Medicina
Molecular y Enfermedades Cronicas (CIMUS)
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NOTIFICACION DE RESOLUCION DUNHA AUTORIZACION DE PROXECTOS DE EXPERIMENTACION
ANIMAL

Data de inicio: 01-05-2014
Forma de inicio: solicitude do interesado

Expediente nam.: 15010/14/004
Interesado: Carmen Conde Muro
Procedemento: resolucion de autorizacion

Notificolle que con data 17 de xullo de 2014, o xefe territorial da Conselleria do Medio Rural e
do Mar emitiu unha resolucion de autorizacion de proxectos de experimentacion animal, cuxo
texto integro é o seguinte:

ANTECEDENTES

O interesado, como representante do centro CIMUS ({Universidade de Santiago de
Compostela), presentou con data 12-05-2014 e rexistro de entrada 55265 RX 458101, unha
solicitude para a realizacién do proxecto de experimentacién animal, cuxos datos se detallan a
continuacion:

Denominacion do proxecto: Analise do papel de diferentes proteinas sobre a incidencia e
severidade da artrite en ratos

Nome do centro usuario: CIMUS (USC)

Persoa responsable do proxecto: Carmen Conde Muro

Establecemento onde se realizarin os procedementos do proxecto (ou lugar xeografico no
caso de traballos de campo): CIMUS (USC)

Clasificacion do proxecto: Tipol [ | Tipol [ Tipem []

CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

1. O Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE num. 34, do 8 de febreiro), polo que se
establecen as normas bdsicas aplicables para a proteccion dos animais utilizados en
experimentacion e outros fins cientificos, incluindo a docencia, establece no seu artigo 33
as condicions de autorizacions dos proxectos con animais de expenimentacion.

2. O artigo 89 da Lei 30/1992, de 26 de novembro, do réxime xuridico das administracions
pdblicas e do procedemento administrativo comin (BOE nam. 285, 27 de novembro de
1992), modificada pola Lei 4/1999, de 14 de xaneiro, establece que a resolucion que pona
43\ o procedemento decidira todas as cuestions expostas polos interesados e aquelas
ofitras derivadas deste.
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3. O Servizo de Gandaria da Corufa revisou a documentacion achegada na solicitude e o
resultado favorable da avaliacion do proxecto, realizada polo érgano habilitado Seccién de
Experimentacion animal do Comité de Bioética da Universidade de Santiago de
Compostela.

Esta xefatura territorial € competente para ditar unha resolucion, de conformidade co artigo
11 do Decreto 245/2009 de 3 de abril, polo que se regulan as delegacions territoriais da Xunta
de Galicia e o Decreto 456/2012, de 19 de xaneiro, polo gue establece a estrutura orgdnica da
Conselleria do Medio Rural e do Mar e do Fondo Galego de Garantia Agraria.

De acordo con todo o indicado, RESOLVO:

1. Autorizar o proxecto solicitado.
2. Notificarlle esta resolucion ao interesado.

O mencionado proxecto non deberd someterse a unha avaliacion retrospectiva.

A autorizacion deste proxecto terd unha duracion de 5 anos, transcorridos os cales, debera ser
renovada esta autorizacion.

A citada autorizacion € unicamente valida nas condicions que figuran no expediente. Ante
calquera cambio significativo no proxecto que poida ter efectos negativos sobre o benestar
dos animais, deberd solicitar a confirmacion da autorizacion ao Servizo Provincial de Gandaria.

Esta autorizacidn podera ser suspendida, no caso de que o proxecto non se leve a cabo de
acordo coas condicions de autorizacion e retirala, previo expediente tramitado ao que se lle
dara audiencia.

Contra a presente resclucion, que non pon fin 3 via administrativa, podera interpor recurso de
alzada ante a conselleira de Medio Rural e do Mar da Xunta de Galicia no prazo dun mes
contado a partir da recepcién da notificacidon da presente resolucion, conforme coa Lei
30/1992, do 26 de novembro, (BOE nam.: 285, 27 de novembro de 1992), de réxime xuridico
das administracidns pablicas e do procedemento administrativo comun na sda redaccién dada
pola Lei 41999, do 13 de xaneiro. -

A Coruna, 17 de xullo de 2014
O xefe do Servizo de Gandaria




Xefatura Territorial
XUNTA DE GALICIA e fero j slicis
CONSELLERIA DO MEDIO RURAL Edificio administrativo Monelos, 4° andar

Rua Vicente Ferrer, N° 2

15008 A Coruiia

Tfno.: 981 184 565, fax.: 981 184 653

Correo electrénico: servizo.gandaria.a.coruna@xunta.gal

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTO DE EXPERIMENTACION ANIMAL

Expediente niim.: 15012/2020/009 Data de inicio do expediente: 26.10.2020
Persoa solicitante: Anxo Vidal Figueroa Procedemento: resolucion de autorizacion
Forma de inicio: solicitude da persoa interesada

ANTECEDENTES

Anxo Vidal Figueroa, en representacién do Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA),
presentou con data 26.10.2020 unha solicitude para a realizacion do proxecto de
experimentacién animal (entrada no Rexistro Electronico da Xunta de Galicia 2020/2052836),
cuxos datos se detallan a continuacion:

Denominaciéon do proxecto: Andlise do papel de diferentes proteinas (incluidas as da via de
sinalizacion Wnt5a) sobre a incidencia e severidade da artrite en ratos

Nome do centro usuario: Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA) da Universidade de
Santiago de Compostela
Persoa responsable do proxecto: Carmen Conde Muro

Establecemento onde se realizaran os procedementos do proxecto (ou lugar xeografico no
caso de traballos de campo): Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA)

Clasificacién do proxecto : Tipol| | Tipoll Tipolll ||

CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

1 O Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE 34, do 8 de febreiro), polo que se establecen
as normas bdsicas aplicables para a proteccién dos animais utilizados en experimentacién e
outros fins cientificos, incluindo a docencia, establece no seu artigo 33 as condiciéns de
autorizaciéns dos proxectos con animais de experimentacién.

2 O artigo 88 da Lei 39/2015, de 1 de outubro, do procedemento administrativo comin das
administracidns publicas (BOE 236, do 2 de outubro de 2015) establece que a resolucion que
poia fin o procedemento decidira todas as cuestidns expostas polos interesados e aquelas
outras derivadas deste.
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XUNTA DE GALICIA Xefatura Territ'orial
CONSELLERIA DO MEDIO RURAL §° de Gandaria j 3 I ICI3

Edificio administrativo Monelos, 4° andar
Rua Vicente Ferrer, N° 2

15008 A Coruiia

Tfno.: 981 184 565, fax.: 981 184 653

Correo electrénico: servizo.gandaria.a.coruna@xunta.gal

3 O Servizo de Gandaria da Coruifa revisou a documentaciéon achegada na solicitude e o
resultado favorable da avaliacion do proxecto realizada polo drgano habilitado, a Seccién de
Experimentacién Animal do Comité de Bioética da Universidade de Santiago de Compostela.

Esta xefatura territorial € competente para ditar unha resolucion, de conformidade co Decreto
149/2018, do 5 de decembro, polo que se establece a estrutura organica da Conselleria do
Medio Rural e se modifica parcialmente o Decreto 177/2016, do 15 de decembro, polo que se
fixa a estrutura organica da Vicepresidencia e das consellerias da Xunta de Galicia (DOG 235,
do 11 de novembro).

De acordo con todo o indicado, RESOLVO:

1 Autorizar o proxecto solicitado.
2 O proxecto non precisa someterse a unha avaliacion retrospectiva.

3 A autorizacidn deste proxecto tera unha duracion de cinco anos e unha vez transcorrido este
tempo deberd ser renovada.

A citada autorizacidon é unicamente valida nas condicions que figuran no expediente. Ante
calquera cambio significativo no proxecto que poida ter efectos negativos sobre o benestar dos
animais, deberad solicitar a confirmacién da autorizacién ao Servizo Provincial de Gandaria.

Esta autorizacidon podera ser suspendida no caso de que o proxecto non se leve a cabo de
acordo coas condicidns de autorizacién e retirala, previo expediente tramitado ao que se lle
dard audiencia.

Contra a presente resolucion, que non pon fin a via administrativa, podera interpofier un
recurso de alzada ante o conselleiro de Medio Rural. O prazo comezara a contar dende o dia
seguinte ao da recepcion desta resolucion. Todo isto, segundo o disposto nos artigos 121 e 122
da citada Lei 39/2015.

Mediante este escrito notificaselle a Anxo Vidal Figueroa esta resolucién segundo o esixido no
artigo 40.1 da antedita Lei 39/2015.
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Certificado de capacitacion en materia de protecciéon de animais utilizados, criados ou subministrados
con fins de experimentacién e otros fins cientificos, incluindo a docencia conforme coa Orde
ECC/566/2015 de 20 de marzo.

Certificado de capacitacién en materia de proteccion de animales utilizados, criados o suministrados con fines
de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia conforme con la Orden ECC/566/2015 de 20
de marzo.

1. IDENTIFICACION

1.1, Apelidos / Apeliidos / Surname:

RODRIGUEZ TRILLO
1.2.Nome / Nombre / First names: DNI 1pnit # Identity card number:
ANGELA 47370902X
1.3. Categoria/Categoria/Category: 17 a 1] 1.4. Especies/Especies/Species 1.5. Valido ata/ véiido hasta/expires:
ROEDORES 2.04.2023
LAGOMORFOS
PEIXES E ANFIBIOS

2. N° DO CERTIFICADO [/ N° DEL CERTIFICADO / CERTIFICATE NUMBER

a167

3.0RGANISMO QUE EXPIDE O CERTIFICADOQO / ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO / BODY ISSUING THE CERTIFICATE:

3.1.Nome e enderezo do organismo que expide o certificado / Nombre y direccién del organismo que expide el certificado / Name and address of the body
issuing the certificate:

AXENCIA GALEGA DA CALIDADE ALIMENTARIA
CONSELLERIA DO MEDIO RURAL - XUNTA DE GALICIA
Rua do Camifio Francés, 10 baixo
15781 Santiago de Compostela
A Corufia (Espafia)

3.2 Teléfono / Tekfono / Telephone: 3.3.Fax/ Fax/Fax: 3.4.Correo electrénico / Correo electrénico / Email:
981 546 654 981 546-651 formacion.cmrm@xunta.es
3.5.Data/ Fecha / Date: 3..Lugar/ Lugar/ Place:
13/02/2019 ¥ /\ Santiago de Com postela
=
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MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS E ESPECIFICOS CORRESPONDENTES A CATEGORIA
“A” COIDADO DOS ANIMAIS — ORDE ECC/566/2015, DE 20 DE MARZO

MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS

1.- Lexislacion nacional (1 hora).

2.- Etica, benestar animal e as “tres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Bioloxia basica e adecuada, nivel 1 (3 horas).

4 - Coidado, saude e manexo dos animais, nivel 1 (5 horas).

5.- Recofiecemento do dolor, o sufrimento e a angustia ( 3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DA CATEGORIA “A”

1.-Bioloxia basica e adecuada, nivel 2 (3 horas)

MODULOS FUNDAMENTALES O TRONCALES

1.- Legislacién nacional (1 hora).

2.- Etica, bienestar animal y las “tres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Biologia basica y adecuada, nivel 1 (3 horas).

4 .- Cuidado, salud y manejo de los animales, nivel 1 (5 horas).

5.- Reconocimiento del dolor, el sufrimiento y la angustia ( 3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DE LA CATEGORIA “A”

1.-Biologia basica y adecuada, nivel 2 (3 horas)




XUNTA DE GALICIA
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da Calidade Alimenta

Certificado de capacitacion en materia de proteccion de animais utilizados, criados ou
subministrados con fins de experimentacion e otros fins cientificos, incluindo a docencia conforme
coa Orde ECC/566/2015 de 20 de marzo.

Certificado de capacitacién en materia de proteccion de animales utilizados, criados o suministrados con
fines de experimentacién y ofros fines cientificos, incluyendo la docencia conforme con la Orden
ECC/566/2015 de 20 de marzo.

1. IDENTIFICACION

1.1. Apelidos / Apeliidos / Surname:
RODRIGUEZ TRILLO
1.2.Nome / Nombre / First names: DNI /DN / Identity card number:
ANGELA 47370902X
1.3. Categoria/Categoria/Category: 1] b!! 1.4. Especies/Especies/Species: 1.5. Valido ata/ valido hasta/expires:
ROEDORES, 2.04.2023
LAGOMORFOS, PEIXES E
ANFIBIOS
2. N° DO CERTIFICADO / N° DEL CERTIFICADO / CERTIFICATE NUMBER
b377

|
| 3.0RGANISMO QUE EXPIDE O CERTIFICADO / ORGANISMO QUE EXFIDE EL CERTIFICADO / BODY ISSUING THE CERTIFICATE:

3.1.Nome e enderezo do organismo que expide o certificado / Nombre y direccién del organismo que expide el certificado / Name and address of the body issuing the
certificate:

CONSELLERIA DO MEDIO RURAL - XUNTA DE GALICIA
AXENCIA GALEGA DA CALIDADE ALIMENTARIA
Avda. Do Camifio Francés, 10 baixo
15781 Santiago de Compostela
A Corufia (Espafia)

3.2 Teléfono / Tekfono / Telephone: 3.3.Fax/ Fax/Fax: 3.4.Correo electrénico / Correo electrénico / Email:
981 546 654 81 546 651 formacion.cmrm@xunta.es

3.5.Data / Fecha / Date: a.6.Lugar/ Lugar/ Place:
13/02/2019 Santiago de Compostela

alega da Calidade Alimentaria
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XUNTA DE GALICIA

CONSELLERIA DO MEDIO RURAL

AGACAL B E B
Axencia Galega I C I
da Calidade Alimentaria

MO'DULOS’FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS E ESPECIFICOS CORRESPONDENTES A
CATEGORIA “B” EUTANASIA DOS ANIMAIS — ORDE ECC/566/2015, DE 20 DE MARZO

MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS

1.- Lexislacién nacional (1 hora).

2.- Etica, benestar animal e as “tres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Bioloxia basica e adecuada, nivel 1 (3 horas).

4.- Coidado, saude e manexo dos animais, nivel 1 (5 horas).

5.- Recofiecemento do dolor, o sufrimento e a angustia ( 3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DA CATEGORIA “B”
1.-Bioloxia basica e adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 2 (3 horas)

MODULOS FUNDAMENTALES O TRONCALES

1.- Legislacién nacional (1 hora).

2.- Etica, bienestar animal y las “tres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Biologia bésica y adecuada, nivel 1 (3 horas).

4.- Cuidado, salud y manejo de los animales, nivel 1 (5 horas).

5.- Reconocimiento del dolor, el sufrimiento y la angustia ( 3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DE LA CATEGORIA “B”
1.-Biologia bésica y adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 2 (3 horas)

[
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da Calidade Alimentana

Certificado de capacitacion en materia de proteccion de animais utilizados, criados ou
subministrados con fins de experimentacion e otros fins cientificos, incluindo a docencia conforme
coa Orde ECC/566/2015 de 20 de marzo.

Certificado de capacitacion en materia de proteccién de animales utilizados, criados o suministrados con
fines de experimentacién y otros fines cientificos, incluyendo la docencia conforme con la Orden
ECC/566/2015 de 20 de marzo.

|
| 1. IDENTIFICACION

1.1. Apelidos / Apeliidos / Surname:

RODRIGUEZ TRILLO
1.2 Nome /Nombre / First names: DNI /DN! / Identity card number:
ANGELA 47370902X
1.3. Categorial/Categoria/Category: 13 C” 1.4. Especies/Especies/Species: 1.5, Valido ata/ valido hastasexpires:
ROEDORES, 2.04.2023
LAGOMORFOS, PEIXES E
ANFIBIOS

2. N° DO CERTIFICADO / N° DEL CERTIFICADO / CERTIFICATE NUMBER

c418

3.0RGANISMO QUE EXPIDE O CERTIFICADO / ORGANISMO QUE EXPIDE EL CERTIFICADO / BODY ISSUING THE CERTIFICATE:

3.1.Nome e enderezo do organismo que expide o certificado / Nombre y direccién del organismo que expide el certificado / Name and address of the body issuing the
certificate:

CONSELLERIA DO MEDIO RURAL — XUNTA DE GALICIA
AXENCIA GALEGA DA CALIDADE ALIMENTARIA
Avda. Do Camifio Francés, 10 baixo
15781 Santiago de Compostela
A Corufia (Espafia)

3.2.Teléfono / Teléfono / Telephone: 3.3.Fax/ Fax/Fax: 3.4.Correo electrénico / Correo electrénico / Email:
981 546 654 981 546 651 formacion.cmrm@xunta.es
a.5.Data 1 Fecha / Date: ae.Lugar/ Lugar/ Place:

13/02/2019 Santiago de Compostela

ura / Nombre y firma / Name and signature

iw
A
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XUNTA DE GALICIA Avda do Cemiro Francés, 10, Baio AGACAL
CONSELLERIA DO MEDIO RURAL ;""""““"!"“"*“""‘"‘”"""' | Axencia Galega j B i l C i B

M()DULOS'FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS E ESPECIFICOS CORRESPONDENTES A
CATEGORIA “C” REALIZACION DOS PROCEDEMENTOS - ORDE ECC/566/2015, DE 20
DE MARZO

MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS

1.- Lexislacion nacional (1 hora).

2.- Etica, benestar animal e as “fres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Bioloxia béasica e adecuada, nivel 1 (3 horas).

4.- Coidado, satde e manexo dos animais, nivel 1 (5 horas).

5.- Recofiecemento do dolor, o sufrimento e a angustia ( 3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESFECIFICOS DA CATEGORIA “C”

1.- Bioloxia basica e adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Procedementos minimamente invasores sen anestesia, nivel 1 (5 horas)

3.- Procedementos minimamente invasores sen anestesia, nivel 2 (10 horas)

4.- Anestesia para procedementos menores (5 horas)

5.- Anestesia avanzada para intervenciéns cirtirxicas ou procedementos prolongados ( 8 horas)

6.- Principios de cirurxia (5 horas)

MODULOS FUNDAMENTALES O TRONCALES

1.- Legislacién nacional (1 hora).

2.- Etica, bienestar animal y las “tres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Biologia bésica y adecuada, nivel 1 (3 horas).

4.- Cuidado, salud y manejo de los animales, nivel 1 (5 horas).

5.- Reconocimiento del dolor, el sufrimiento y la angustia ( 3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DE LA CATEGORIA “C”

1.- Biologia bésica y adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Procedimientos minimamente invasivos sin anestesia, nivel 1 (5 horas)

3.- Procedimientos minimamente invasivos sin anestesia, nivel 2 (10 horas)

4.- Anestesia para procedementos menores (5 horas)

5.- Anestesia avanzada para intervenciones quirtirgicas o procedimientos prolongados ( 8 horas)

6.- Principios de cirugia (5 horas)
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