A

Casa abiarta of lemps

i Formato SS-T
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA SOLICITUD DE Tsn;mmo

DE SERVICIO SOCIAL

Mtra. Maria Elena Contreras Garfias

Directora de la Division de Ciencias Biolégicas y de la Salud
PRESENTE

e

Por este medio le informo del término del Servicio Social, cuyos datos son los siguientes :

Dia Mes Afio Dia Mes Afio
Fecha de Recepcion | | Fecha de Aprobacidn | |

Datos del Alumno

Nombre : Gabriela Fuentes Moreno

Matricula: 2153059835 Licenciatura © Quimica Farmacéutica Biologica
Domicilio - calle Santa Cruz No. 11, San Miguel Topilejo, Tlalpan

Teléfono : 5558480114 Celular - 5528906834

Correo Electronico : gabyfmé@gmail.com CURP: FUMG951128MDFNRB08

Datos del Proyecto

Nombre del Proyecto - Identificacion de genes involucrados en la susceptibilidad a desarrollar artritis
reumatoide: modelo de analisis transcriptémico en poblacion mexicana

Lugar donde se realizo el Servicio Social - 1hstituto Nacional de Rehabilitacién "Luis Guillermo Ibarra Ibarra"

Dependencia : Publica

Entidad Federativa . |pjstrito Federal

Municipio - T1alpan

Localidad - Colonia Arenal de Guadalupe

Dia Mes Ano Dia Mes Ano

13 | 1 | 2020 Fecha de Término 13 | 7 ] 2020

Fecha de Inicio

PARA SER LLENADQ POR LOS ASESORES
Sector: 3.- Publico

Tipo: 1.- Externo

Orientacién: 10.- Otros

N
C};"}7 FIRMAS %
Dr. Jorge Ismael Castafieda Sanchez No. Econdémico: 37622 Dra. Maria d Ggio Denisse Cornejo Clavijo

Asesor Interno
Mombre, firma y Mo. Econdmico

Asesor Externo

Nombre, firma y Mo. Econdmico

c
Gabriela Fuerr%gﬂoreno N\

Alumno

Membre. fima NGXEEY rma de p%mngmésall.l%nlzz

Dra. Maria Angélica Gutiérrez Nava




orvoIA vNOaT

AN BOEEL IX2 00 OL 66 6S SS I9L GBEFL "d'D "ODIXIN ap pepnd
NN uedie|| eip|edly ‘adniepens ap |Bualy [0D 68Z "ON ODILLUIUDOX ODIXIWN epezjed

/nvu.,:‘wh//ﬁ l%f//.; ..,.J”/AT.
=T AN\ .
SRS S s

~SAUWYSHN/TISQ/ADD/ST TN

ouwn|)y ‘do'D

“5-
<3, o
\*\m@ N Of\Ud

SQjusweluaslyvy

‘opnjes |eip1od un Jeinud eded uoilsedo e| epidouad oSey ‘aejnoijued oajo uis

'S1Y 081 SP 8101 UN OpuUaLIgN) "S1Y OOET € 00:60 P SD2UISIA B SSUN| P Ol4BIOY UN UOD ‘QZ0Z 2P oIinf ap
€T I® 0COC Sp ©O13uU3 3p €T ISP OpIpuaidwod opouad |2 @jueang "ofsauio) ofine|d asiuag o1SNyDyY |9p "B
‘eda e| ap ugoisiniadns e| ofeq “, bubIIxawWw UQPDIqOd UD ODWEIHIIISUDIL SISI|PUD 3P O[3POIN laproipwinau
SI343ID ID||OIIDSSP D pPpPI[1qI3da05SNs Df U3 SOPDIIN[OAUl Suab 2p uQIPPILf1IIuap], -eweisSoad |2p oujuap
uopesNnsSaAuUl 2P eady |9 Ud ‘1DT NOIDVLITIEVHIY 3d TVNOIDVN OLNLILSNI 5152 U ‘|e120S OIDIAISS
Ns sjusweloloeysiles oANDUOD ‘SE8ESOESTC (B|NJJJ1BW Sp ol3wnu uod ‘edigojolg esipnasewley es1wuIny

Sp eJlsJied e] 9p euwnie ‘Vi3IHEVDO ONIHOW SILNING "D e @anb paisn e owiojul 01DoNpuocd 21sa 104

ILN3IS3IHJ

OJTINIIHOOX avdadiNnN

VNVLITOdOY1INI VINONOLNY aVAISyIAINN
anNivs v1 3d A SVIIDOTOoId SVIDONIID 3a NOISsINIg
AVIOOS OIDINYAS 3A TVNOISIAIA HOAVNIAQ300D
OTTIHNN Z3dO1T OINNAago sNSs3r "oyl

IBIDOS OIdinIag ouluia ]l :OLNNSVY
0Z02/L0/€L/SSO/MNDTANI

‘'0zoz @p olnl ap €| B coIxa =p pepniD

IBID0S OIdIAISS 2P UugIdEUIpIOOD CAIq) RLIRQL OULDIND Sn-] ANIVS 30 YJUVLIND3S
edIp2uelEd UQIDEDNPT 9P UCIDo3PgNS UQLORII[IqBYD Y OU@ &

(eUotouN OYmMIISU] dANiIvs



AT\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Ciudad de México a 8 de Enero del 2021
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PRESENTE

Por medio de la presente me permito comunicar a usted que la alumna: Gabriela Fuentes Moreno con matricula
2153059835 concluyé el proyecto del Servicio Social: “Identificacion de genes involucrados en la
susceptibilidad a desarrollar artritis reumatoide: modelo de analisis transcriptomico en poblacion
mexicana”, que se realiz6 en la Divisién de Enfermedades Musculoesqueléticas y Reumaticas del Instituto
Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo lbarra Ibarra. Ubicado en: Arenal de Guadalupe, Tlalpan, CDMX,

del 13 de Enero al 13 de Julio del 2020 bajo mi asesoria cubriendo un total de 480 horas.

Agradeciendo de antemano su atencion a la presente, le envio un cordial saludo.
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1. Introduccién
1.1 Artritis Reumatoide

También se denomina artritis inflamatoria. Es una enfermedad autoinmune y mas grave
(NSH, 2008). Esta, es la causa més frecuente de consulta en el servicio de reumatologia
(Fontanelli, 2015), ya que puede afectar a la poblacion en general.

1.1.1 Definicién

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria, crénica, autoinmune y
sistematica de etiologia desconocida; su principal 6rgano blanco es la membrana sinovial,
se caracteriza por inflamacidon poliarticular y simétrica de pequefias y grandes
articulaciones, con posible compromiso sistémico en cualquier momento de su evolucion
(Secretaria de Salud, 2010). Una enfermedad autoinmune es aquella en la cual el cuerpo
libera enzimas que atacan sus propios tejidos sanos. En la AR, estas enzimas destruyen los
revestimientos de las articulaciones. Esto causa dolor, hinchazén, rigidez, malformacion y

reduccion del movimiento y la funcion (NIH, 2016).

1.1.2 Causas

Las causas que originan este proceso inflamatorio sinovial son multiples: traumatismos,
agentes infecciosos como bacterias, virus, hongos y paréasitos, factores inmunoldgicos o
deposito de microcristales. En algunos casos este proceso es autolimitado, es decir,
desaparece en cuanto se elimina el agente causal y se habla entonces de una artritis aguda.
En otras ocasiones se produce una respuesta especifica mediada por el propio sistema
inmunitario de defensa del individuo, lo que favorece la perpetuacién del proceso,
constituyendo entonces una artritis cronica. En ambos casos, si la reaccion inflamatoria es
muy intensa puede producirse destruccién articular. Este proceso puede aparecer en una

Unica articulacién o en varias al mismo tiempo (Giménez, 2006).

1.1.3 Sintomas

Las personas con AR pueden presentar sintomas sistémicos, como fatiga, fiebre, pérdida de
peso, inflamacién ocular, anemia, nodulos subcutaneos (bultos debajo de la piel) o pleuritis
(inflamacion pulmonar) (NIH, 2016). Estas manifestaciones pueden llegar a acortar la

esperanza de vida de los pacientes (Secretaria de Salud, 2010).



1.1.4 Diagnéstico

a. Anélisis diferencial

Durante la exploracion fisica, el médico revisard las articulaciones para detectar hinchazoén,
enrojecimiento y temperatura. EI médico también puede evaluar tus reflejos y fuerza

muscular.
b. Criterios de clasificacion ACR/EULAR

El objetivo de los criterios de clasificacion de la ACR/EULAR (Anexo 1) fue distinguir a
los pacientes con alto riesgo de desarrollar enfermedad erosiva y / o inflamatoria persistente

de aquellos con artritis inflamatoria indiferenciada (Batlle et al., 2013;).
c. Andlisis de sangre

Las personas con AR suelen tener una velocidad elevada de eritrosedimentacion o proteina
C reactiva, lo cual puede indicar la presencia de un proceso inflamatorio en el cuerpo. Otros
analisis de sangre frecuentes buscan detectar anticuerpos reumatoides y anticuerpos

antipéptidos ciclicos citrulinados.
d. Pruebas de diagnostico por imagenes

Tu médico podria recomendar realizar radiografias para ayudar a hacer un seguimiento de
la progresion de la artritis reumatoide en tus articulaciones con el tiempo. Las resonancias
magnéticas y las ecografias pueden ayudar al médico a determinar la gravedad de la

enfermedad en tu cuerpo.

1.1.5 Tratamiento

Para el tratamiento de la AR se encuentran las terapias no farmacoldgicas y farmacoldgicas
(Secretaria de Salud, 2010). Sin embargo, en conjunto, las medidas terapéuticas disponibles
no solo permiten aliviar los sintomas, sino también mejorar de forma muy notable el
prondstico, lo que supone un impacto muy positivo en la calidad de vida de los afectados
(Romero, 2010).

a. No farmacoldgicos



Consisten en una serie de medidas generales relacionadas con el estilo de vida,
fundamentalmente con el reposo y el ejercicio (Romero, 2010); tales como ejercicios
dinamicos, fisicos, aerobicos y de fortalecimiento muscular, terapia ocupacional e
hidroterapia, y en algunos casos rehabilitacion, los cuales son intervenciones de utilidad en
la atencion integral del paciente con AR (Secretaria de Salud, 2010).

b. Farmacoldgicos

Consisten en la utilizacion de antiinflamatorios no esteroideos (AINE), los cuales
constituyen uno de los grupos de farmacos mas consumidos en el mundo; que controlan el
dolor y la inflamacion (Secretaria de Salud, 2010), y su prescripcién estd aumentando con
el paso de los afios debido al aumento en la esperanza de vida y en la prevalencia de
enfermedades reumaticas (Marcéna, 2016). Es importante que se administren después de
evaluar el riesgo individual a nivel gastrointestinal, renal y cardiovascular. Sin embargo,
cualquier AINE debe utilizarse a dosis maxima durante al menos una semana antes de
considerar que existe un fracaso terapéutico. Una vez controlados los sintomas, los AINE(s
deben utilizarse a la dosis minima eficaz, ya que, los efectos adversos son dependientes de
la dosis y de la duracion del tratamiento. Estos no deben usarse como un farmaco Unico y
no reemplazan a los farmacos modificadores de la enfermedad (FARME) como cloroquina,
leflunomida, metotrexato, ciclosporina A, penicilina y sulfasalazina, los cuales reducen los
signos y sintomas de la AR, mejoran la funcion fisica y los marcadores de actividad de la
enfermedad (Secretaria de Salud, 2010).

c. Intervencion quirdrgica
Se recurre a la cirugia para reducir el dolor, ampliar la movilidad o corregir una deformidad

esquelética (Romero, 2010).

1.2 Incidencia y prevalencia

La prevalencia de la artritis reumatoide puede fluctuar de 0.5 a 2% en la poblacion de
paises industrializados con una incidencia anual de 12-1,200 por 100,000 habitantes. La
relacién mujer: hombre es 3:1 y la mayoria de casos se da entre 30 y 55 afios, pero puede

presentarse a cualquier edad. En México afecta al 1.6% de la poblacion en general



(Mendoza, 2013), siendo el principal motivo de consulta en el Servicio de Reumatologia y
cada tres mujeres por cada hombre padecen AR de acuerdo con datos del Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia (INEGI), mas de seis millones de hogares en México dependen
de una mujer, por lo que no solo afecta a quienes la padecen sino todo su entorno
(Fontanelli, 2015).

1.3 Etiologia
Los factores etioldgicos de la AR son poco conocidos, se sabe que dicha enfermedad es

multifactorial y se le asocian los siguientes factores:

1.3.1 Factores ambientales

Factores de riesgo genético no explican en su totalidad la aparicion de esta patologia, por lo
que se han postulado teorias que sugieren que, ademas de la predisposicidn genética, puede
haber influencia de factores ambientales como agentes infecciosos, tales como: Virus
Epstein-Barr (EBV), retrovirus, virus Ross River, parvovirus B19, virus de la hepatitis C,
Mycobacterium tuberculosis y el micoplasma proteus los cuales desencadenan la
manifestacion de la enfermedad (Morales, 2013). Otros factores de riesgo son la exposicion
al humo del cigarrillo, contaminacion del aire, insecticidas y exposiciones ocupacionales al
aceite mineral y silice. Sin embargo, hasta ahora, fumar es el Unico factor de riesgo

ambiental que ha sido ampliamente estudiado y ampliamente aceptado (Merih et al., 2017).

1.3.2 Factores genéticos

Estudios epidemioldgicos indican que es un padecimiento con predisposicion genética
(Mendoza et al., 2013). P. Stastny, demostré la relacion entre la artritis reumatoide y los
genes de los antigenos especificos leucocitarios humanos (HLA-DR) del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC); siendo HLA la Ilave molecular responsable para la
presentacion del antigeno por medio de la célula presentadora (APC) a la célula T, lo cual
origina la primera sefial de activacion y coestimulacion en el inicio de la respuesta inmune
adaptativa o especifica (Acevedo, 2012), se asocia con una predisposicion genetica del
alelo HLA DR4, y/o los alelos relacionados del complejo de histocompatibilidad clase 11 (7,
8, 10, 11) (Morales, 2013). La artritis reumatoide se observa hasta cuatro veces mas en

familiares de primer grado de pacientes con la enfermedad y de 15 a 20% de gemelos



homocigotos, ademas, guarda relacion con ciertos grupos étnicos como israelies, hindues,

mexicanos Yy de la region de sur de china (Mendoza et al., 2013).

1.4 Fisiopatologia

La alteracion inicial parece ser una reaccion inflamatoria inespecifica que se desencadena
por un estimulo desconocido. Se manifiesta como una inflamacion autoinmune sinovial, la
cual se da por la infiltracion de células inflamatorias, predominantemente células T y
macrofagos a la membrana sinovial, lo que conlleva a una lesiébn microvascular y un
aumento en el nimero de células de revestimiento sinovial e inflamacion perivascular por
células mononucleares, posteriormente este proceso inflamatorio se extiende hacia el

cartilago adyacente y el hueso ocasionando asi el dafio articular (Morales, 2013).

1.5 Inflamasomas

La reaccion inflamatoria esta mediada por un inflamasoma. El inflamasoma representa un
complejo de alto peso molecular que activa las caspasas inflamatorias y activa las citocinas
de la familia IL-1. Se han descrito varios inflamasomas y hasta ahora estaban definidos por
la proteina NLR que contienen: el inflamasoma NLRP1 (NALP1), el inflamasoma IPAF
(NLRC4) y el inflamasoma NLRP3 (NALP3) (Buelvas et al., 2015).

151 NLRP3
El inflamosoma mas estudiado hasta la fecha es el NLRP3, también conocido como
criopirina. Este inflamosoma esta formado por la proteina NLRP3, la proteina adaptadora
ASC (apoptosis-associated speck-like protein) y una procaspasa-1. La estructura de la
proteina NLRP3 contiene 3 dominios, un dominio de pirina N-terminal (PYD), en el
carboxilo-terminal se encuentra un dominio que posee repeticiones ricas en leucina
(dominio LRR), y una zona central que se conoce como dominio NACHT (nucleotide
binding and oligomerization domain), el cual se une a nucledtidos y es el responsable del
proceso de oligomerizacion del inflamosoma. El dominio de pirina, que también se le [lama
TRIM20, censa la perturbacion inducida por las toxinas bacterianas de la familia de las
RhoGTPasas. Cuando no existen las moléculas activadoras de la formacion del

inflamosoma el dominio NACHT y el dominio LRR de NLRP3 interacttan entre si



suprimiendo asi la interaccion entre el NLRP3 y la proteina adaptadora ASC, inhibiendo la

formacion del inflamosoma (Imagen 1) (Montafio et al., 2017).
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Imagen 1.Mecanismo de formacion del complejo inflamasoma de NLRP3

Se han descrito distintos mecanismos para su activacion:

a) Variacion en las concentraciones intracelulares y extracelulares de K+.

b) Mediante el reconocimiento de un incremento en la concentracion de ATP extracelular
por los receptores P2X7 y P2X4 purinérgico.

c) Con la generacion de especies ROS derivadas de la mitocondria.

d) Mediante la desestabilizacion fago-lisosomal que lo activa por medio de moléculas como
cristales de urato monosddico, asbestos y silica.

A pesar de las diversas composiciones moleculares de los activadores, se ha descrito una
enzima que participa como mediador en los distintos mecanismos de activacion de los
inflamasomas, la proteina-cinasa activada por ARN (PKR) también conocida como
EIF2AK2 (Buelvas et al., 2015).

15.2 IL-1u
La IL-111 esta sintetizada como una proteina precursora (Pro-1L-111), que no es segregada en
la forma activa hasta ser metabolizada por la enzima caspasa-1; se expresa en neuronas
nociceptivas del ganglio de la raiz dorsal 1, 3, 5. El IL-1RI se considera el receptor activo,
mientras que el IL-1RIl no posee una molécula de transduccion y es funcionalmente

inactivo. La IL-11 produce una inflamacion sistémica por medio de la activacion de la



ciclooxigenasa-2, con la formacion de PGE2 en el hipotdlamo anterior causando fiebre.
También produce la sustancia-P (SP), oxido nitrico (activando la enzima 6xido nitrico

sintetasa) y moléculas de adherencia endotelial (Barros et al., 2011).

2. Objetivos
2.1. Objetivo General

Identificar sujetos con alto riesgo a desarrollar AR, mediante el andlisis de la expresion

génica del inflamasoma.
2.2. Objetivos especificos

a) ldentificar la expresion de NLRP3 e IL-1b en familiares sanos de pacientes con
diagndstico de AR.

3. Justificacion

La AR es una enfermedad inflamatoria cronica con una progresion continua que si no es
adecuadamente manejada, conlleva rapidamente a elevados grados de discapacidad.
Habitualmente el diagndstico de dicha afeccion se basa en sintomas y signos clinicos
principalmente dolor crénico, hinchazon y alteraciones en algunos examenes de sangre
(secretaria de salud, 2010).

No obstante se hayan hecho esfuerzos para realizar el diagnostico oportunamente adn
persiste un retraso en el diagnoéstico de 3-5 afios para que el paciente acuda esto incide
negativamente en el pronostico y la calidad de vida en el paciente. Actualmente se sabe que
identificar y tratar la enfermedad dentro de los primeros 12 meses evita la progresion y por

consiguiente la discapacidad (Cordero Moreno A., 2019).

Tomando en cuenta lo anterior se hacen necesarias estrategias que permiten detectar a
personas en riesgo de desarrollar la enfermedad pudiendo de esta manera incidir en la
deteccidn temprana del padecimiento. Por ello nos abocaremos a estudiar la predisposicion
genetica de los familiares (sin enfermedad) de pacientes con AR. Para ello se utilizara la
técnica de extraccion de ARN, asi como PCR-RT y genotipificacion.

4, Metodologia



4.1 Definicion del grupo control

Grupo 1 Pacientes AR: Pacientes previamente diagnosticados con AR. Que tengan al
menos un familiar de primer o segundo grado de consanguinidad, sin datos de la
enfermedad.

Grupo 2 control negativo: Sujetos sanos, sin diagnostico de AR y sin antecedentes
familiares de la enfermedad.

Grupo de Familiares sin AR: Familiares de pacientes con AR (primero o segundo grado de

consanguinidad), que no presenten diagnostico o sintomas de esta enfermedad.
4.2 Criterios de inclusién

421 Paratodos los grupos se incluyeron, individuos mayores de 18 afios que aceptaron
participar y firmaron el consentimiento informado.

422 Para el grupo control 1, pacientes que cumplieron el diagnostico de AR de acuerdo al
criterio del ACR/EULAR.

423  Parael grupo control 2, sujetos sanos valorados por un reumatologo del INRLGII.
424  Parael grupo de estudio, sujetos sanos valorados por el personal médico con al

menos un familiar con diagnostico de AR.

4.3 Criterios de eliminacion

431  Participantes con muestras contaminadas o insuficientes.
432  Participantes que pidan su retiro voluntario del estudio, aun después de tomar la
muestra y de firmar un consentimiento inicial.

1.4 Criterios de exclusion

Se excluyeron aquellos pacientes con diagndstico de otras enfermedades crénicas de

caracter autoinmune.

1.5 Seleccion de las fuentes, métodos, técnicas y procedimientos de recoleccion de la
informacion

La invitacion para participar en esta investigacion meédica, se hizo a los pacientes evaluados

por médicos del Servicio de Reumatologia y la Division de Enfermedades

Musculoesqueléticas y Reumaticas (DEMER) del Instituto Nacional de Rehabilitacion

3Luis Guillermo Ibarra Ibarra” con diagnéstico de AR y a ellos mismos se les pidid



invitaran a sus familiares. Para comparar los hallazgos se analizaron una poblacion sana sin
familiares con diagndstico de AR. Todos los participantes en esta investigacion debieron
firmar un Consentimiento Informado (CI), que nos permitid hacer uso de su muestra de
sangre e informacion clinica y personal. EI ClI especifica que su participacion es libre y
voluntaria y describe los términos para participar en esta investigacion médica. Se procedio,
ademas, con la recoleccion de los datos clinicos, antropométricos y demograficos (edad,
género, etnia, peso, talla, enfermedades concomitantes, anamnesis farmacoldgica, tiempo
de enfermedad), garantizando que su informacién se manejé de manera confidencial. Con
las muestras se cred una base de datos con la integridad y concentracién del acido
ribonucleico (ARN) y el &cido desoxirribonucleico (ADN) obtenidos de la sangre periférica
de cada participante y otra base de datos para preservar evidencias clinicas encontradas en
los tres grupos de estudio. Las muestras de los pacientes se mantuvieron almacenadas en un
biobanco a -80 °C.

4.5.1 Procesamiento de muestras

Una vez que el paciente aceptd y firmo el consentimiento informado, se procedio a la
extraccion del fluido sanguineo, se obtuvieron 6 mL en Tubos BD Vacutainer® que
contenian anticoagulante (EDTA K, aplicado por aspersion en las paredes del tubo) para
el anélisis de sangre total. Se obtuvieron 4 mL de sangre en un Tubo BD Vacutainer®
SST™ adicional para Suero con Gel Separador el cual contenia un activador de
coagulacién aplicado por aspersion en la pared del tubo, el cual se utiliz en la obtencién
del suero, para la generacion de las pruebas sanguineas.

Se vertid el contenido de los Tubos BD Vacutainer® a tubos falcon de 15 mL, a los cuales
se les agreg6 4 mL de Buffer de lisis (QIAGEN), las muestras se refrigeraron a 4°C durante
10 minutos, en dicho periodo se sometieron a vortex en dos ocasiones cada 5 minutos antes

de ser centrifugadas.

Se realizé la centrifugacion de los tubos falcon que contenia la sangre y el buffer de lisis,
por 10 minutos a 3000g, posteriormente se procedio a retirar el exceso de reactivo y se
agregd 1 mL méas de Buffer de lisis a la nueva solucion, se colocO nuevamente a

refrigeracion por 10 minutos, en los cuales las muestras se sometieron a vortex en dos



ocasiones més cada 5 minutos. Posteriormente se llevd a centrifugacion a 3000g por 10

minutos, para genera la visualizacion del pellet de células blancas.

Se agregaron 500 pL de Buffer al pellet para retirar los excedentes de células rojas, se
centrifugdé a 400g por 5 minutos y se procedi6 a retirar el excedente, se repitié el mismo
procedimiento dos veces més con la finalidad de obtener una muestra con alta pureza de

leucocitos.

La muestra de sangre presente en el Tubo BD Vacutainer® SST™

se mantuvo por un
periodo de una hora a temperatura ambiente para que se formara el coagulo, después se
centrifugo por 5 minutos a 3500rpm, para la separacion y obtencion del suero, el cual se
colocd en 3 tubos Eppendorf con los siguientes volimenes 200 pL, 1 mL y 800 pL, los
cuales fueron utilizados para realizar pruebas bioquimicas de 4 elementos (glucosa, &cido

arico, triglicéridos y colesterol).
4.5.2 Extraccion de RNA

Se agregd 500 mL de Trizol en el pellet, se sometid a vortex hasta desintegrar por completo

el pellet, se dejo reposar la muestra por 5 minutos a temperatura ambiente.

Se agreg6 100 pL de cloroformo, se sometié a vortex por 15 segundos, se dejé reposar la
mezcla por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se llevé a Centrifugacion a
13,300g por 15 minutos a 4°C.

Se recuperd la fase acuosa, teniendo cuidado de tomar solo la parte translucida, y se
transfirio a un tubo eppendorf de 1.5 mL nuevo, se le adicion6 500 uL de isopropanol frio,

se homogeniz6 por inversion y se dejo reposar toda la noche a -20°C.

Se llevo a centrifugacion a 14000g por 10 minutos a 4°C, se decanto el sobrenadante, se
agreg0 1 mL de etanol al 70%, se someti6 a vortex por 15 segundos, se llevd a

centrifugacion a 14000g por 5 minutos a 4°C y se decanto el sobrenadante.
Nota. Se repitieron los cuatro pasos anteriores de 2 a 3 veces.

Se seco todo residuo de etanol en el tubo para evitar residuos no deseados, se agregaron 26
pL de agua libre de DNAasas y RNAasas y se almaceno a -70°C.



Nota. Se rotul6 cada tubo con las iniciales del paciente, clave segun el estudio y fecha

4.5.3 sintesis de cDNA

La transcripcion reversa (RT-PCR) es una técnica que permite sintetizar ADN
complementario (cCDNA, por sus siglas en inglés) a partir de moléculas de RNA usando
para ello la enzima transcriptasa reversa, por lo tanto, el cDNA obtenido es la cadena

complementaria de la cadena molde de RNA.

Se usO el kit 3QuantiTect Reverse Transcription” de la marca Qiagen siguiendo el
protocolo del proveedor y utilizando un equipo 3PCR cycler Rotor-Gene Q 5plex HRM

system’, este Kit tiene 2 pasos principales:
- Eliminacion de ADN genémico

La muestra de ARN purificada se incuba brevemente en solucion amortiguadora de
eliminacion de gADN a 42 ° C durante 2 minutos para eliminar eficazmente el ADN
gendémico contaminante. A diferencia de otros métodos, la muestra de ARN se usa

directamente en la transcripcién inversa.

Los resultados precisos de la RT-PCR en tiempo real dependen del uso de cebadores o
sondas disefiadas para eliminar o minimizar la deteccién de ADN gendmico. Si tales
cebadores o sondas no estan disponibles, entonces se debe eliminar la contaminacion por

ADN genémico en las muestras de ARN.
- Transcripcion inversa

Después de la eliminacion del ADN gendmico, la muestra de ARN esta lista para la
transcripcion inversa utilizando una mezcla maestra preparada a partir de Quantiscript
Reverse Transcriptase, Quantiscript RT Buffer y RT Primer Mix. Toda la reaccion tiene
lugar a 42 ° C y luego se inactiva a 95 ° C. A diferencia de otros métodos, no son
necesarios pasos adicionales para la deshaturalizacion del ARN, la hibridacion del cebador

y la digestion con ARNasa H.



La transcriptasa inversa Quantiscript tiene una alta afinidad por el ARN vy esta optimizada
para una sintesis de CADN eficiente y sensible de 10 pg a 1 3g de ARN. Esta alta afinidad
de ARN, en combinacion con Quantiscript RT Buffer, permite altos rendimientos de
CADN, incluso a partir de plantillas con alto contenido de GC o estructura secundaria

compleja.

RT Primer Mix asegura la sintesis de CADN de todas las regiones de las transcripciones de
ARN, incluso de las regiones 5'. Esto permite altos rendimientos de plantilla de cCADN para
andlisis de PCR en tiempo real, independientemente de donde se encuentre la region

objetivo en la transcripcion.

4.5.4 Analisis de expresion Génica

La amplificacion de RT-PCR se llevo a cabo con el equipo 3PCR cycler Rotor-Gene Q
5plex HRM system”. EI RT-PCR cuantitativo (qQRT-PCR) en tiempo real se realiz6 con el
kit 3RTO SYBR Green gPCR Mastermix” con 10 nM de oligonucle6tidos (primers) sentido
y antisentido y 100 ng/pl de ARN para un volumen final de 20 pl por reaccién. Las
condiciones del gRT-PCR fueron las siguientes; 10 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de
PCR por 15 segundos a 95°C para la desnaturalizacion y 47 segundos a 60°C para la
anillacion y extension. Los genes analizados fueron la il-111 y nlrp3 y se usé actina como
gen de referencia. También se realiz6 una curva de analisis 3Melting” para verificar la
amplificacion del producto amplificado. La cuantificacién relativa se hizo en el software
REST-08 (Relative Expression Software Tool 2008).

4.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el programa Prism Graphpad version 8. Para la
comparacion de los pardmetros demograficos, clinicos, clinimétricos, bioquimicos y
ultrasonograficos se utiliza una prueba de T de Student para muestras independientes,
debido a que no seguian una distribucion gaussiana, se usé una prueba no paramétrica (U
de Mann-Whitney). Para la comparacion en la expresion entre los grupos, se usé una
ANOVA de una via para maltiples comparaciones. Los valores de P menores o iguales a

0.05, se consideraron estadisticamente significativos.



5. Actividades realizadas

v' Capacitacion en equipos de laboratorio de biologia molecular

v Reclutamiento de pacientes, toma y procesamiento de muestras biol6gicas
v' Extraccion y procesamiento de material gendmico

v Analisis de material genético

v’ Reuvision bibliografica

v’ Elaboracion y revision del reporte final

6. Objetivos y metas alcanzadas

Se cumplié con el objetivo que se planted inicialmente en este trabajo; asi como las metas

de realizar pruebas bioquimicas y aprender la técnica de RT-PCR.

7. Resultados

7.1 Descripcion de la poblacion de estudio

La cohorte que incluye este proyecto estd conformado por 41 familias. El estudio incluyo
106 sujetos mexicanos, de los cuales 65 pertenecen al grupo de estudio (familiares) y 41
son del grupo control positivo (pacientes con AR). El 78.46% representa el centro del pais
(Guanajuato, Michoacan, Ciudad de México, Estado de México, Hidalgo, Morelos, Puebla,
Querétaro y Tlaxcala) y el 21.54% al resto de la Republica Mexicana. Todos los padres y

abuelos de los sujetos del estudio son nacidos en el estado de reclutamiento.

La poblacion total esta conformada por 73 mujeres (71.56%) y 29 hombres (28.44%), en la
Tabla 2 se describen las caracteristicas demograficas. La mayor parte de la poblacion
analizada eran mujeres en ambos grupos (62% en el grupo de estudio y 85% en el control
positivo). En el analisis se puede apreciar que los Unicos valores significativos que se
obtuvieron fueron la edad (grupo estudio 53.46+13.46 versus el grupo control positivo
39+17.15, P<0.0001) y el &cido urico (grupo estudio 4.788+1.402 versus el grupo control
positivo 7.966+6.398, P=0.0153), mientras que los demas valores (peso, P=0.2895;



estatura, P=0.1520; BMI, P=0.9578; glucosa, P=0.5756; triglicéridos, P=0.4276 y

colesterol, P=0.9910) no son significativos debido a que la P es mayor a 0.05.

Tabla 2. Caracteristicas demograficas de la poblacién de estudio

Poblacion de estudio
(n=106)
Variable Familiares (%0) Pacientes (%o) 5 value
65 (60.18) 41 (39.82)
Hombre (%)/Mujer (%)| 27 (44.62)/38 (55.38) | 5 (12.2)/36 (87.80)
Edad (afios) 53.46+13.46 39+17.15 <0.0001*
Peso (kg) 66.35+9.407 70.41+£14.91 0.2895
Estatura (m) 160+6.845 157.3+33.47 0.1520
IMC (kg/m°) 0.4118+0.05268 0.378+0.1597 0.9578
Acido Urico (mg/dI) 4.788+1.402 7.966+6.398 0.0153*
Glucosa (mg/dl) 80.71+27.07 74.87+27.45 0.5756
Triglicéridos (mg/dl) 135.3+80.14 144.7+68.81 0.4276
Colesterol total (mg/dl) 188.8+41.77 193+37.35 0.9910
IMC: indice de Masa Corporal. Los datos son medias + DE y el valor * P fueron
calculados por de U de Mann-Whitney (I = 0,05).

7.2 Expresion de NLRP3 e IL-11

La expresion de NLRP3 e IL-11 fueron examinados en sangre periférica de pacientes con
AR (grupo de pacientes) y sus familiares asintomaticos (grupo de estudio) y comparados
con sujetos sanos sin antecedentes familiares de AR (grupo negativo). Los productos de los

dos genes fueron analizados mediante RT-PCR en tiempo real.
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Figura 1. La grafica muestra la expresion relativa del gen NALP3, comparando el grupo de
pacientes (P) respecto al control negativo (N) y los sujetos de estudio (E) respecto al control
negativo (N), P <0.0001.

Los resultados muestran que, en comparacion con el grupo negativo, la expresion de
NLRP3 fue significativamente mayor tanto en el grupo de pacientes, asi como de sus
familiares (P < 0.0001), mostrado en la figura 1. En particular, la expresion de NLRP3 fue
mas alto por 0.34 veces en pacientes y 0.42 veces en sus familiares respecto a el grupo
control. Interesantemente, no se encontr6 diferencia estadisticamente significativa del gen
NLRP3 entre el grupo de pacientes con AR y el grupo conformado con sus familiares

asintomaticos.
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Figura 2. La grafica muestra la expresion relativa del gen de IL-111, comparando el grupo de
pacientes (P) respecto al control negativo (N) y los sujetos de estudio (E) respecto al control
negativo (N), P <0.0001.

En comparacion con el grupo negativo, la expresion de IL-11 fue significativamente mayor
tanto en el grupo de pacientes, asi como de sus familiares (P < 0.0001), mostrado en la
figura 2. La expresion de IL-11 fue mas alta por 0.465 veces en pacientes y 0.512 veces en
sus familiares respecto al grupo control. Al igual que el gen de NLRP3, no se encontr6
diferencia estadisticamente significativa del gen IL-11i comparando el grupo de pacientes

con ARy el grupo conformado con sus familiares asintomaticos.

8. Discusion

Nuestro estudio incluye principalmente a personas pertenecientes al centro del pais debido
a que solo se han encontrado reportes de la CDMX donde Pelaez et al. Reporto que la
prevalencia en AR es considerablemente menor (Cl=1) en comparacién con el sur (Cl= 2.8)
y norte (C1=0.7, 1.8, 1.9) del pais (Pelaez et al, 2011).



Nuestro estudio incluyd principalmente a personas pertenecientes al centro del pais debido
a que los pacientes que asisten al INRLGII en su mayoria pertenecen a los estados cercanos
a la CDMX, Pelaez et al. (Pelaez et al., 2011) report6 que la prevalencia en AR es de 1.6%
(95% CI 1.4£1.8) en el pais y que aproximadamente el 1 % (95% CI 0.7+1.4) de la
poblacion que conforman el centro del pais padece la enfermedad, mientras que la

prevalencia varia en otros estados.

Nuestro andlisis muestra que la poblacion de estudio estd conformada mayormente por la
presencia de mujeres, estos resultados coinciden con lo reportado por Mendoza et al
(Mendoza, 2013) donde se menciona que la enfermedad se presenta en mayor proporcion

en mujeres comparado con hombres teniendo una relacion de 3:1.

La edad promedio para el grupo de estudio fue de 39 afios, mientras que el grupo de
familiares fue de 53.46 afios, ambos caen dentro del rango de 30-55 afios donde se presenta
la mayoria de casos (Mendoza, 2013); el hecho de que el grupo de estudio sea menor
comparado con el otro, se le puede atribuir a que por lo general los hijos de los pacientes,
estdn mas interesados en saber si tienen una predisposicion genética a desarrollar AR y por

lo tanto ellos participaron en mayor proporcion en el estudio.

Como dato interesante nuestro analisis revelo que el acido Urico esta mas elevado en el
grupo de pacientes (7.966 mg/dl) comparado con el grupo de familiares (4.788 mg/dl),),
esto se puede explicar por la desregulacion metabdlica que presentan los pacientes.
Agudelo et al. (Agudelo et al., 2004) menciona que la hiperuricemia puede proteger o
prevenir la AR en aquellos individuos predispuestos o disminuir la expresion de la
enfermedad en quienes ya la sufren; esto nos deja la incognita de saber si la hiperuricemia
en los pacientes esta relacionada con la proteccién contra la enfermedad.

El estudio de la expresion genética de dos de las proteinas mas importantes en la
generacién de inflamacion nos dio datos muy interesantes. En primer lugar al comparar el
grupo de pacientes contra el grupo negativo (sin antecedentes familiares de AR) se observa
una diferencia estadisticamente significativa que es lo que se esperaba, que tanto NLRP3
como IL-1u estuvieran elevados en los pacientes; sin embargo, no se encontrd diferencia

estadisticamente significativa de los genes entre el grupo de pacientes con AR y el grupo



conformado con sus familiares asintomaticos, lo que nos hace suponer que los familiares
asintomaticos ya presentan marcadores de inflamacion a nivel sistémico, en la actualidad el
estudio de la AR en familias no ha sido muy reportado, pero hay reportes de estos genes en
el tejido. Rosengren et al. (Rosengren S. et al., 2005) realiz6 un estudio con tejido sinovial
de cadera y rodilla donde sefialo que habia un aumento de NLRP3 en la membrana sinovial
de pacientes con AR y que esto se debia a la infiltracion de un mayor numero de
macrofagos tisulares demostrando asi la regulacion transcripcional de NLRP3 en esta
enfermedad. Por otro lado Kolly et al. (Kolly L. et al 2009) reporté que en lineas de
fibroblastos sinoviales (FLS) la expresion de NLRP3 no era detectable en tanto en ARN
como proteina, por lo que no se lograria inducir la secrecion de IL-11i; esto se debia a que
en los FLS no se ensamblaba el complejo del inflamasoma para que este sea completamente
funcional. Se obtenian niveles detectables de ARNm de IL- 111 tras la estimulacion de TNF-
I pero esta interleucina no era bioactiva. Nuestros resultados difieren de lo anteriormente
mencionado debido a que la expresion en ambos genes es muy similar; sin embargo, se

debe recalcar que estos datos son a novel sistémico.

Lo anterior es importante ya que la IL-11 juega un papel importante en inflamacion
sinovial y destruccion de cartilago y los datos sugieren que los familiares de primer grado
de los pacientes con AR tienen niveles parecidos a sus familiares con AR, insinuando que
los sujetos sanos con familiares diagnosticados con AR pueden tener mayor riesgo de

desarrollar AR al igual como lo menciona Gomez et al. (Gomez et al., 2020).

9. Conclusiones

Se logro identificar la expresion de NLRP3 e IL-11, siendo significativamente mayor tanto
en el grupo de pacientes, asi como de sus familiares (P < 0.0001); al ser la IL-1{ mas
elevado en el grupo de estudio con respecto al grupo de pacientes, estos se identifican como
sujetos con alto riesgo a desarrollar AR. Cabe destacar que no hay muchos articulos sobre

este tema que trabajen con la sangre periféerica para realizar estos estudios.

10. Recomendaciones

e Analizar posteriormente las demas muestras.



e Realizar un estudio en México sobre la perspectiva de la poblacion con respecto a
modificar el estilo de vida e intervenciones farmacologicas para reducir el riesgo de

desarrollar AR.



11.  Anexos

Anexo 1

En la tabla 1 se muestran los criterios a tomar para poder hacer un diagndstico de AR.

Tabla 1. Criterios de clasificacién ACR/EULAR

Los nuevos criterios de AR solo se aplicaran sobre una determinada poblacion diana que

debe tener las siguientes caracteristicas:

1) presentar al menos una articulacion con sinovitis clinica (al menos una articulacion

inflamada)

2) dicha sinovitis no se pueda explicar por el padecimiento de otra enfermedad

Un paciente sera clasificado de AR si la suma total de las siguientes
variableV eV <6:
A. Afectacion articular*.
1 articulacion grande afectada
2-10 articulaciones grandes afectadas
1-3 articulaciones pequefias afectadas (con o sin afectacion de grande
articulaciones)
4-10 articulaciones pequefias afectadas (con o sin afectacion de grande
articulaciones)
>10 articulaciones (al menos una pequefia)
B. Serologia (al menos se necesita un resultado)
FR y anti-PCC negativos
FR y/o anti-PCC positivos bajos (<3 valor normal)
FR y anti-PCC FR y/o anti-PCC positivos altos (>3 valor normal)
C. Reactantes de fase aguda
VSG y PCR normales
VSG y/o PCR elevadas
D. Duracion de los sintomas
<6 semanas

*6 semanas

Puntuacion




Anexo 2

Significancia estadistica de NALP3

Tabla 2. Significancia estadistica de NALP3

Prueba de Diferencia Diferencia de Significativa? Resumen Valor de
comparaciones de intervalo de P
multiples de Tukey medias. confianza al 95.00% ajustado
Pvs. N 0.3400 0.2108 to 0.4691 Yes Fokx <0.0001
Evs.N 0.4196 0.2875 t0 0.5516 Yes falaialel <0.0001
Evs. P 0.07958 -0.04085 to 0.2000 No ns 0.2438
Detalles de la prueba | Media 1l Media 2 Diferenciade  SE of
medias diff.
Pvs. N 1.340 1.000 0.3400 0.05158
Evs.N 1.420 1.000 0.4196 0.05274
Evs. P 1.420 1.340 0.07958 0.04809




Anexo 3
Significancia estadistica de IL-11

Tabla 3. Significancia estadistica de IL-11

Prueba de Diferencia Diferencia de Significativa? Resumen Valor de
comparaciones de medias intervalo de P
multiples de Tukey confianza al 95.00% ajustado
Pvs. N 0.4652 0.2854 to 0.6450 Yes Fkkx <0.0001
Evs. N 0.5122 0.3457 t0 0.6786 Yes falakaiel <0.0001
Evs. P 0.04697 -0.1050 to 0.1989 No ns 0.7223
Detalles de la Media 1 Media 2 Diferenciade SE of diff. Detalles
prueba medias de la
prueba
Pvs. N 1.465 1.000 0.4652 0.07179 Pvs. N
Evs.N 1512 1.000 0.5122 0.06647 Evs.N
Evs. P 1.512 1.465 0.04697 0.06067 Evs. P
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