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1. RESUMEN:

La artritis reumatoide (AR) es una de las enfermedades crénicas méas prevalentes a nivel mundial.
Es una enfermedad autoinmune y sistémica que se caracteriza por la inflamacion de la membrana
sinovial. En muchos casos lleva a la destruccion de las articulaciones, produciendo graves deformi-

dades y un deterioro de la calidad de vida.

En los altimos afios el tratamiento de la artritis reumatoide ha avanzado mucho debido al desarrollo
de nuevas terapias que han mejorado el prondstico de la enfermedad. Sin embargo, en un nimero
significativo de pacientes no se consigue un adecuado control de la enfermedad. Por ello, todavia
es necesario la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas. Numerosos trabajos han mostrado la
importancia del fenotipo agresivo de los sinoviocitos reumatoides en la patogenia de la AR. Sin

embargo, todavia no se han desarrollado terapias frente a estas células.

El objetivo de este trabajo es analizar el papel de WNT5A en la migracion de los sinoviocitos de
pacientes con AR. Para ello, se trataron las células con WNT5A recombinante, se silenciaron los

genes WNT5A y RYK y se analiz6 la migracion mediante ensayos de “cierre de herida”.

Los resultados mostraron que WNT5A contribuye al incremento de la migracion de los sinovioci-

tos reumatoides, aunque no se ha podido demostrar la implicacion del receptor RYK en este efecto.



2. INTRODUCCION:

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica, autoinmune e inflamatoria que se caracte-
riza por la inflamacidn cronica de las articulaciones periféricas, con distribucion simétrica. Es una
de las enfermedades cronicas méas prevalentes, afectando hasta al 1% de la poblacion mundial. Es
maés frecuente en mujeres que en hombres, con una relacién 3:1 (Rauner et al., 2012). En el inicio de
la enfermedad los pacientes presentan dolor e inflamacién de las articulaciones con rigidez articular
matutina, como consecuencia de la inflamacion de la membrana sinovial o sinovitis. En primer lugar,
afecta a una o unas pocas articulaciones y progresa, posteriormente, hacia una poliartritis simétrica.
Como es una enfermedad sistémica, los pacientes presentan sintomas generales como fatiga, mial-
gias, pérdida de peso, depresion y manifestaciones extraarticulares, como aparicion de nédulos
reumatoides o afectaciones a nivel cardiaco, pulmonar, ocular o disminucién de la masa 6sea, entre
otros. En consecuencia, esta enfermedad se asocia a un elevado grado de discapacidad, deterioro de

la calidad de vida y aumento de la mortalidad (Aguirre et al., 2018).

En la etiologia de la AR estan implicados tanto factores epigenéticos como genéticos y ambientales
(Sen, 2005). En la patogenia de la enfermedad se distinguen dos fases bien diferenciadas, la AR
preclinica, en la que se produce la interaccién de los factores de riesgo genéticos y ambientales para
iniciar y propagar la respuesta autoinmune frente a antigenos desconocidos, con la produccion de
autoanticuerpos. Entre ellos, cabe destacar el factor reumatoide (FR) que es un anticuerpo frente a la
fraccién constante de las inmunoglobulinas y los anticuerpos anti-péptidos citrulinados, descritos

mas recientemente y que son especificos de la enfermedad.

La segunda fase de la AR es la efectora, que se caracteriza por la afectacion de la membrana sinovial
y la aparicién de las manifestaciones clinicas. La membrana sinovial es una capa fina de tejido co-
nectivo con dos tipos celulares, sinoviocitos A, tipo fibroblasto (FLS), y sinoviocitos B, tipo macro-
fago. Esta membrana recubre la cavidad articular de las articulaciones sinoviales (Klareskog, Catrina

y Paget, 2009; Mcinnes, y Schett, 2011).



En esta fase, las células del sistema inmune activadas (monocitos/macrdfagos, células T y B), los
autoanticuerpos y los complejos inmunes infiltran el compartimento sinovial. En la membrana sino-
vial también proliferan y se activan las células residentes, FLS y macrofagos. Las células inmunes
activadas y los FLS producen citoquinas, quemoquinas y factores de crecimiento que contribuyen a
la hiperplasia de la membrana sinovial, caracteristica de la AR. Los FLS migran y mediante la ex-
presion de moléculas de adhesion, se adhieren al cartilago y llevan a la destrucciéon del mismo a
través de la secrecién de metaloproteasas y catepsinas (Firestein, 2014; Huber, 2006; Mcinnes y
Schett, 2011). Ademas, los FLS contribuyen al dafio 6seo mediante la produccién de RANKL (li-
gando de receptor activador para el factor nuclear kappa-B), que junto a las citoquinas inflamatorias
llevan a la diferenciacion de osteoclastos (Griffith, 2011; Pettit, Walsh, Manning, Goldring, y

Gravallese, 2006).

Por lo tanto, los FLS no son meros espectadores si no agresores activos, claves en la cronicidad y en
el dafio de la AR. Sin embargo, un aspecto del fenotipo agresivo de los FLS que no ha sido suficien-
temente estudiado es su capacidad de migracion e invasion, asi como las vias moleculares que regu-

lan estos procesos. Un area inexplorada en estas células es la via no canonica de WNT5A.

WNTS5A es una glicoproteina secretada rica en cisteinas que pertenece a la familia Wingless/inte-
grase 1 (WNT). Los ligandos WNT juegan un papel esencial en el desarrollo y procesos fisioldgicos
mediante la regulacion de varias funciones celulares, incluyendo la proliferacion, diferenciacion,
apoptosis, supervivencia, adhesion, migracion y polaridad. (Kikuchi, Yamamoto, Sato, y Matsumoto,

2012).

La sefializacion intracelular de WNT se divide en dos grandes vias, la -catenina dependiente y la -
catenina independiente, también conocidas como via candénica y no candnica, respectivamente. La
maés estudiada es la via candnica, en la que WNT se une a un receptor FZD (Frizzled) y a un co-
receptor LRP5/6 (receptor relacionado con proteinas LDL), dando lugar a un complejo multimérico,
que lleva a la estabilizacion y translocacion nuclear de la B-catenina, donde estimula la transcripcion

de genes diana. (Usami, Gunawardena, lwamoto, y Enomoto-lwamoto, 2016).



La ruta no candnica, sin embargo, estd mucho menos estudiada y es muy compleja. Dependiendo del
tipo celular y de la union del tipo de receptor, se activan diferentes cascadas de sefializacion. Hasta
ahora se conocen al menos 2 vias diferentes: WNT/Ca?*, WNT/PCP (polaridad celular planar), que

participan en la regulacion de la migracion y polaridad celular (Kumawat y Gosens, 2016).

Trabajos recientes han implicado la via no canénica de WNT, WNT5A/ROR2 (Receptor tyrosine
kinase-like orphan receptor) y WNT5A/RYK, en los procesos de migracion, invasion y metastasis
en distintos tumores (Henry et al., 2015; Kim et al., 2010; Morioka et al., 2009). Ademas, la via de
WNTS5A se ha implicado también en la regulacién de la inflamacidn (Cataléan et al., 2014; Halleskog
etal., 2012; Kim et al., 2010), asi como de la masa 6sea (Maeda et al., 2012). Por lo tanto, el exceso
de sefalizacion a través de WNTS5A podria contribuir al fenotipo agresivo de los sinoviocitos reuma-
toides mediante la regulacién de su capacidad de migracién e invasion, la cronificacion de la infla-

macion y la induccion de pérdida dsea.

3. OBJETIVO:

Los avances en el conocimiento de la artritis reumatoide han permitido el desarrollo de nuevas estra-
tegias terapéuticas dirigidas a controlar la autoinmunidad y la respuesta inflamatoria. Estos trata-
mientos han mejorado mucho el pronostico, sin embargo, un porcentaje significativo de los pacientes
no responde o lo hace parcialmente. Por lo tanto, sigue siendo necesario encontrar nuevas dianas

terapéuticas.

El objetivo general del proyecto en el que se enmarca este trabajo es la identificacion y validacion

de nuevas dianas terapéuticas en la artritis reumatoide investigando la via no canénica de WNT5A

En concreto, el objetivo de este trabajo de fin de grado es analizar el papel de WNT5A en la capacidad

de migracién de sinoviocitos de pacientes con AR y los mecanismos moleculares implicados.



4. MATERIALY METODOS:

4.1, Cultivo celular de sinoviocitos tipo fibroblasto.

Los FLS se obtuvieron a partir de tejido sinovial de pacientes con AR sometidos a sinovectomia o a
reemplazamiento articular. Estos pacientes cumplieron los criterios establecidos por el Colegio Ame-
ricano de Reumatologia (ACR) de 1987 (Arnett et al., 1988) para la clasificacidn de la AR. Para este
experimento se siguieron las recomendaciones de la Declaracion de Helsinki 2008 (Gémez, 2010) y
la Ley Orgéanica 15/1999 de Proteccion de Datos de Caréacter Personal (Jefatura del Estado, 1999),

tras la aprobacion por el Comité Etico de Investigacion Clinica de la Xunta de Galicia.

Este tejido sinovial se triturd e incub6 con 100 pg/ml de colagenasa en medio Dulbecco’s modified
Eagle’s (DMEM, Lonza, Suiza) sin suero fetal bobino (FBS), durante 3 horas a 37°C. Tras esta di-
gestion, se recogieron los FLS y se mezclaron con 5mL de DMEM con 10% FBS (HyClone, GE
Healthcare Life Sciences, UK), 1% penicilina/estreptomicina y 1% glutamina (ambos de Lonza,
Suiza) y se centrifugaron durante 10 minutos a 1400 rpm. Posteriormente se eliminé el sobrenadante
y se resuspendid el pellet para sembrar los FLS en 3 pocillos de placas P6 a 37°C en una atmdsfera
con un 5% de CO2. Se dejaron crecer estas células hasta obtener una confluencia de un 80-90%. En

este momento, se congelaron.

Para la realizacion de los experimentos de este trabajo, se descongelaron sinoviocitos procedentes de
5 pacientes distintos con AR. Se mantuvieron en cultivo en placas P100 en medio DMEM con 10%
de FBS, 1% de penicilinay 1% de glutamina, en una incubadora a 37°C con una atmdsfera al 5% de
CO2. El medio se cambiaba cada 3 dias y las células se utilizaron entre los pases 3 y 8 para la reali-

zacion de todos los experimentos.
4.2.Silenciamiento de WNT5A y RYK:

Se suprimié la expresion de WNT5A o RYK en FLS de 5 pacientes con AR, mediante la técnica de

transfeccion de ARN de interferencia (siARN, acido ribonucleico pequefio de interferencia). Para



ello, los FLS se tripsinizaron, se contaron en camara de Neubauer y se sembraron 15x104 células/po-
cillo en placas P6, en medio DMEM con 10% FBS y 1% glutamina. Siguiendo el protocolo, las
células se transfectaron con 50nM de siARN especifico de WNT5A (ON-TARGET plus Human
WNTS5A siRNA-SMART pool), RYK (ON-TARGET plus Human RYK siRNA-SMART pool), 0 SiARN
control inespecifico de la transfeccion, todos de Dharmacon (GE Healthcare Life Sciences). La trans-
feccion se realizé con Dharmafect (Dharmacon) en medio Opti-MEM (Life Technologies, Thermo
Fisher Scientific, MA, EEUU). A las 6h se cambid el medio a DMEM 10% FBS, 1% penicilina/es-

treptomicina y 1% glutamina.

La eficacia del silenciamiento se analiz6 mediante reaccion en cadena de la polimerasa con trans-
criptasa reversa cuantitativa (QRT-PCR) a las 24h de la transfeccion. En un ensayo previo se analiz
la eficacia del silenciamiento utilizando dosis de 20nM o de 50nM siRNA. Los resultados mostraron

un mayor silenciamiento con la dosis de 50nM, que fue la utilizada en los experimentos.

4.3. Aislamiento de ARN

El ARN total de los FLS transfectados se obtuvo mediante purificacion en columna, utilizando el kit
de extraccion Speedtools Total RNA Extraction kit 250 rxns (Biotools, Madrid, Espafia) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Las concentraciones del ARN obtenido se determinaron en el espec-

trofotometro NanoDrop (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific).

4.4.PCR a tiempo real con transcriptasa reversa (QRT-PCR)

Esta técnica se utiliz6 para analizar los niveles de expresion de ARNm de WNT5A y RYK en FLS
tras el silenciamiento. Mediante la enzima transcriptasa reversa, se retrotranscribe una hebra de ARN
en ADNCc (&cido desoxirribonucleico complementario). Para la PCR a tiempo real se utiliz6 SYBR
Green |, que permite cuantificar la cantidad de ADN que hay para un determinado gen. EI SYBR
Green se une a dobles moléculas de ADN aumentando su fluorescencia, por lo que la fluorescencia

incrementa proporcionalmente a la concentracién de ADN.

La RT-gPCR se realizé en el termociclador Rotor Gene 6000 (Corbett Research, Sydney, Australia)
a partir de 50ng de ARN por muestra y por reaccion, en duplicado, usando los reactivos One-Step

Brilliant 111 Ultra-Fast SYBR Green gRT-PCR (Agilent Technologies, CA, USA).



Las condiciones de amplificacién fueron: 1 ciclo de 10 minutos de 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 cebadores para RYK, WNT5A y actina

fueron adquiridos en Quiagen (Hilden, Alemania).

Los niveles de expresion del ARN mensajero de los genes se cuantificaron mediante el método com-

parativo, utilizando como control de normalizacién el gen de la B-actina, donde:

ACt=Ct gen - Ct B-actina Y

AACt= (Ct gen -~ Ct [S-actina)NT - (Ct gen -Ct B—actina)siARN

En los sinoviocitos silenciados, el valor 2-4¢t indica la expresion del gen relativa a la expresion de la
B-actina y el valor 224 indica el incremento o disminucidon de la expresion del gen respecto al no

transfectado (NT). El valor de AACt en no transfectado (NT) se consider6 igual a 0, y 2°= 1.

4.5.Ensayo de migracion celular.

Con el fin de analizar el efecto de WNT5A recombinante y del silenciamiento de WNT5A y RYK
sobre la migracién de los FLS de pacientes con AR, se utilizd un ensayo de migracion con la ayuda
de Insertos de Cultivo Ibidi (Ibidi®, Martinsried, Alemania). Cuando estos insertos de silicona se
colocan sobre una superficie de cultivo celular, dan lugar a dos depdésitos separados por una pared de
500 um de espesor. En cada depdsito se cultivaron 7500 células y se dejaron crecer hasta alcanzar la
confluencia. Después, el inserto de silicona se retird de la superficie, dando lugar a dos regiones de
células separadas por una zona de 500 um de superficie. Después se trataron por triplicado con
400ng/ml de WNT5A recombinante, 10ng/ml de TNF o TNF+WNT5A en medio DMEM, 1%FBS,
1%penicilina/estreptomicina y 1%glutamina. Se realizaron fotos en el microscopio Axio Ver.Al
(ZEISS, EEUU, California) a 0 y 96h tras el tratamiento, y se cuantific el area restante entre los dos
depositos, utilizando el software Image J (National Institutes of Health, EEUU). En la figura 1B se
observa un esquema representativo de la técnica. Sélo se consideraron los valores obtenidos en cada

tratamiento con un coeficiente de variacién menor del 20%.



4.6. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando el programa GraphPad Prism, donde las variables obte-
nidas se compararon mediante un test estadistico no paramétrico U de Wilcoxon matched pairs test,

con un intervalo de confianza del 95%. Los valores de p<0,05 fueron considerados significativos.

5. RESULTADOS:

Con el fin de analizar el papel de WNT5A sobre la capacidad de migracion de FLS de pacientes con
AR, se utiliz6 un ensayo de migracién con insertos de cultivo de 1bidi®, como se detalla en el apar-
tado de material y métodos. Para ello, los sinoviocitos reumatoides se sembraron en los insertos y
una vez alcanzada la confluencia, éstos se retiraron y las células se trataron con 400 ng/mL de
WNTS5A recombinante. Se fotografi6 el canal central inicial y a las 96h y se cuantific6 el espacio

ocupado por los FLS mediante software Image J.

Como se observa en la figura 1A, el tratamiento con WNT5A recombinante aumentd en un 48,5% la
migracién de los FLS en comparacion con los controles no tratados (p=0,0391). Puesto que se ha
descrito que el TNF induce migracidn en sinoviocitos reumatoides, (Zhang, Qian y Zhu, 2015), se
analiz6 también el efecto de WNTS5A sobre la migracién inducida por TNF. Con este fin, se trataron
las células con 10ng/ml de TNF o con el tratamiento combinado WNT5A+TNF. Los resultados mos-
traron que el TNF incrementd la migracion de los sinoviocitos en un 93,5% cuando se compard con
los controles no tratados (p= 0,039), pero no potencié el efecto de WNT5A recombinante (p=

0,1563). Ademés, WNT5A tampoco potenci6 la migracién inducida por TNF (Figura 1A).
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Figura 1. El tratamiento con WNT5A recombinante incrementa la migracién de los sinoviocitos
reumatoides. A. Porcentaje del area ocupada por FLS de pacientes con AR tras 96h de tratamiento
con 400ng/ml de WNT5A, 10ng/ml de TNF o WNT5A+TNF, con respecto al control, no tratado que
se considerd el 100%. Los valores corresponden a la media+ESM (error estandar de la media) de 5
pacientes con AR. * indica p<0,05 frente al control (test de Wilcoxon de datos pareados). B. Image-

nes representativas a tiempos 0y 96h.

Con el fin de comprobar el efecto de WNT5A sobre la capacidad de migracion de los FLS reumatoi-

des, se analizd la migracion tras el silenciamiento de WNT5A enddgeno. Para ello, las células se



transfectaron con siARN especifico para WNT5A, y se utilizaron como controles las células no trans-
fectadas y transfectadas con siARN control. La eficiencia del silenciamiento se analizé determinando
la expresion de ARNm de WNT5A mediante RT-PCR en tiempo real. La transfeccion con siARN de

WNTS5A redujo mas de un 75% la transcripcion del gen (p=0,0071) (Figura 2)

<

B2 150+ —_
4

> T

2 1001

£

z

o

<

S 501

‘» *
o ;I
o

>

w (]

3

OOQ Q\é
&7
F ¥

Figura 2. Andlisis de la eficacia del silenciamiento. Porcentaje de expresion de ARNm de WNT5A
en FLS con siARN WNT5A en relacion con la expresion en FLS no transfectados. Los valores repre-
sentan la mediatESM de FLS de 5 pacientes con AR. # indican p<0,05 (Wilcoxon matched paired

test). Programa estadistico GradhPad Prism.

Posteriormente, se analiz6 el efecto del silenciamiento sobre la migracion basal y la inducida por el
tratamiento con 10ng/ml de TNF. Como se observa en la Figura 3A, la reduccion de la expresion de
WNTS5A disminuy6 la migracion basal de los sinoviocitos reumatoides en un 28% cuando se com-
pard con el silenciamiento control (p=0,0313) y redujo un 17% la migracion inducida por TNF, en

comparacién con el silenciamiento control tras el estimulo inflamatorio (p= 0,0313).
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Figura 3 El silenciamiento de WNT5A reduce la capacidad de migracion de los sinoviocitos
reumatoides. A. Porcentaje del area ocupada por sinoviocitos reumatoides no transfectados o trans-
fectados con siARN WNT5A o siARN control, en condiciones basales o tras 96h de tratamiento con
10ng/ml de TNF con respecto al no transfectado, sin tratar, que se consider6 el 100%. Los valores
se expresan como la mediatESM de FLS de 5 pacientes con AR. B. Imagenes representativas a

tiempos 0y 96h.
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Con el fin de analizar los mecanismos moleculares implicados en el efecto de WNT5A sobre la
migracion de los sinoviocitos reumatoides y basandonos en datos previos obtenidos en el laboratorio,
se analizo la contribucion del receptor similar a tirosina quinasa (RYK). Los analisis de expresién de
receptores de la via WNT5A habian mostrado que los sinoviocitos reumatoides expresan FZD2,

FZD5, FZD7, ROR1, ROR2 y RYK, con predominio de la expresién de ROR1y RYK.

En este trabajo se analizé el papel del receptor RYK en la sefializacion de WNT5A en FLS de pa-
cientes con AR mediante la disminucion de su expresion. Para ello, las células se transfectaron con
siARN especifico para RYK o siARN control y se analizé la eficiencia del silenciamiento mediante
RT-PCR en tiempo real. La transfeccién con siARN de RYK redujo la expresion del gen enun 71,5%

(p=0,0313, Figura 4).
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Figura 4. Eficacia del silenciamiento. Porcentaje de expresion de ARNm de RYK en sinoviocitos
transfectados con siARN RYK en relacién con la expresion en no transfectados, que se considero

100%. Los valores representan la mediatESM de FLS de 5 pacientes con AR.

Posteriormente, se analiz6 el efecto de la disminucién de la expresion de RYK sobre la migracién
espontanea y la inducida por WNT5A en FLS reumatoides. Para ello, FLS no transfectados o trans-
fectados con siARN control 0 SIARN RYK fueron tratados o no con 400ng/ml de WNTS5A recombi-
nante. Los resultados mostraron que la reduccién de la expresién de RYK no modificé la migracion
espontanea, ni la inducida por WNT5A, puesto gue no se observaron diferencias significativas entre

los FLS no transfectados y los transfectados con siARN control o SiARN RYK (Figura 5A).
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Figura 5. La supresion de RYK no modifica la migracion basal ni la inducida por WNT5A de
FLS reumatoides. A. Porcentaje del area ocupada por sinoviocitos reumatoides no transfectados o
transfectados con siARN RYK o siARN control, en condiciones iniciales o tras 96h de tratamiento
con 400ng/ml de WNT5A con respecto al no transfectado, sin tratar, que se considerd el 100%. Los
valores se expresan como la mediazESM de FLS de 5 pacientes con AR. B. Imagenes representativas

a tiempos 0y 96h.
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6. DISCUSION:

En la patogenia de la AR, los FLS tienen un papel esencial. Como se ha comentado en la introduc-
cién, con la evolucidn de la enfermedad se producen cambios en los sinoviocitos reumatoides adqui-
riendo un fenotipo agresivo. En este fenotipo destaca la capacidad de migracion e invasién de los
FLS, que provoca finalmente la destruccion del cartilago y hueso. Por lo tanto, el conocimiento de
los mecanismos que regulan esta transformacion puede ser clave para encontrar nuevos tratamientos

gue permitan un mejor control de la enfermedad

En este trabajo hemos analizado el papel de WNT5A en la capacidad de migracion de sinoviocitos
de pacientes con AR v los resultados han mostrado que WNT5A contribuye al aumento de la migra-
cion de estas células. En efecto, el tratamiento con WNT5A recombinante aumento la migracion
espontanea de los sinoviocitos reumatoides y, mas importante, la reduccion de la expresion de
WNT5A enddgeno en estas células disminuyo significativamente la migracion espontanea y la indu-

cida por un estimulo inflamatorio.

En nuestro conocimiento, es la primera vez que se implica la via no candnica de WNT5A en la
migracién de los FLS, aungue ya habia indicios de que podia ser asi, pues estudios de Marwa S.
Asem et al. (2016), recientemente asociaron la formacion de elementos esenciales en la migracion
celular con la ruta no canénica de WNT/PCP (Asem, Buechler, Wates, Miller, y Stack, 2016). Ade-
mas, este efecto ya ha sido descrito en distintos tipos de cancer. Asi, en el cancer nasofaringeo, el
silenciamiento de WNT5A disminuyd notablemente la migracion e invasion de las células tumorales
(Qin et al., 2015). Un efecto similar se observd con un anticuerpo anti-WNT5A, en un modelo de
cancer gastrico. En este trabajo, el tratamiento con el anticuerpo inhibié la capacidad de migracion e
invasion de células de cancer géstrico en un ensayo in vitro. Ademas, en este mismo estudio se ob-
servé que el tratamiento con el anticuerpo inhibié la capacidad metastasica de las células de cancer

gastrico, en un ensayo experimental de metastasis hepaticas (Hanaki et al., 2012).

Para estudiar los mecanismos de sefializacion implicados en este aumento de la capacidad de migra-
cion, se analizé el papel del receptor RYK, ya que es uno de los receptores de mayor expresion en
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los sinoviocitos reumatoides. Los resultados mostraron que la disminucién de la expresion de RYK
no redujo significativamente la migracion espontanea, ni la inducida por el tratamiento con WNT5A.
Estos resultados no se pueden considerar definitivos puesto que el tratamiento con WNT5A mostrd
una tendencia a disminuir la migracion en los sinoviocitos transfectados con siARN control, en com-
paracion con los no transfectados. Por lo tanto, este resultado indica que el propio proceso de trans-
feccion en combinacion con el tratamiento con WNT5A parece afectar la capacidad funcional de
estas células. Para descartar esta posibilidad, en el laboratorio se van a realizar nuevos experimentos
en los que se analizara el efecto de un anticuerpo anti-RYK (Kessenbrock et al., 2017) sobre la mi-

gracion espontanea e inducida por WNT5A de los sinoviocitos reumatoides.

Sin embargo, es posible que, a pesar de la nueva aproximacion experimental, no se observe cambio
en la migracion, lo que podria indicar que RYK no estuviera implicado o que otro receptor como
ROR1 participara también en la sefializacion y compensara la ausencia del primero. En esta linea,

préximamente en el laboratorio se va a estudiar el efecto de la ausencia del receptor ROR1.

7. CONCLUSIONES:

- Los resultados de este trabajo muestran que WNT5A contribuye al aumento de la capacidad

de migracion observada en los sinoviocitos reumatoides.

- Estos datos, sin embargo, no han permitido establecer la implicacion de RYK en la via de

sefializacién molecular implicada en este efecto.
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