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Resumen

Antecedentes. La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica

donde el componente inflamatorio es critico para la artropatia. AIM2 es un receptor de
reconocimiento de patrones que reconoce DNA de doble cadena (dsDNA) de
diferentes origenes. La activacion de AIM2 guia a la formacién del inflamasoma, que
resulta en la secrecion de la IL-1b e IL-18. La IL-1b, tiene un papel critico en la
patologia de la AR contribuyendo con el proceso inflamatorio, degradacion de cartilago
y erosion de hueso. La ausencia del receptor AIM2 en artritis inducida por DNA
disminuye sintomas de inflamacion en la articulacion y la severidad de la artritis. En
pacientes con AR se detectd una disminucion de AIM2 en células CD14 positivas en
circulacién asociada a la duracion y actividad de la enfermedad, evaluada a través de
DAS28. Sugiriendo una participacion de AIM2 a nivel de tejido especifico en artritis

reumatoide.

El objetivo de este estudio es la evaluacion de la participacion del inflamasoma AIM2
en la progresion de AR inducida por colageno tipo Il, CIA

Material y métodos. Se incluyeron 20 ratones macho DBAJ/1 a los cuales se les indujo

CIA. Las articulaciones de ratones con CIA fueron clasificadas en fases de inicio, pico
y remision. Los ratones fueron sacrificados y se obtuvieron sus extremidades. La
histopatologia de las articulaciones se evalu6 en cortes de tejido utilizando la tincion
con hematoxilina/eosina. Ademas, se evalué la expresion de AIM2 por
inmunohistoquimica y la expresion relativa de AIM2, ASC, Caspasa-1 e IL-1b fue

evaluada por PCR en tiempo real.

Palabras clave. Artritis reumatoide, CIA, AIM2, ASC, caspasa-1, IL-1b.




Abstract

Background. Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory disease in which the
inflammatory component is critical for arthropathic damage. AIM2 is a pattern
recognition receptor that recognizes double-stranded DNA (dsDNA) from different
origins. Activation of AIM2 leads to the formation of the inflammasome, which results
in the secretion of IL-1b and IL-18. IL-1b has a critical role in RA pathology, since it
contributes to the inflammatory process, cartilage degradation and bone erosion. The
absence of the AIM2 receptor in DNA-induced arthritis decreases symptoms of
inflammation in the joint and the severity of arthritis. In patients with RA, a decrease in
AIM2 in circulating CD14 positive cells was detected, and this reduction was associated

with the duration of the disease, as well as the activity evaluated through DAS28 score.

The aim of this study was to evaluate the participation of the inflammasome AIM2 in

the progression of a Type Il Collagen-Induced Arthritis (CIA).

Material and methods. 20 male mice DBAJ / 1 to which were induced CIA included.

The joints of mice with CIA were classified into phases of initiation, peak and remission.
The mice were sacrificed and their limbs were obtained. Joint histopathology was
evaluated in tissue sections using hematoxylin / eosin staining. Furthermore, the
expression of AIM2 was evaluated by immunohistochemistry and the relative

expression of AIM2, ASC, Caspase-1 and IL-1b was evaluated by real-time PCR.

Keywords. Rheumatoid arthritis, CIA, AIM2, ASC, caspase-1, IL-1b.
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Introduccién

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica caracterizada por
inflamacion y destruccion progresiva de la articulacion, la cual guia a discapacidad,
manifestaciones sistémicas y mortalidad prematura (Pincus, 1995). La prevalencia de
la AR a nivel mundial es aproximadamente de 0.8% (Galarza-Delgado et al., 2017). La
patogénesis de la artritis reumatoide involucra la participacion de diferentes células del
sistema inmune como células T, monocitos, macréfagos, neutréfilos y células
residentes de la articulacion (sinoviocitos), la comunicacion entre estas células se lleva
a cabo a través de la secrecion de citocinas, dentro de las mas importantes se
encuentran la IL-1 y el TNF-a que tienen diferentes funciones bioloégicas que guian a
efectos fisiopatoldgicos de la artritis reumatoide (Arend and Dayer, 1995; Dinarello,
1996).

Dentro del sistema inmune innato se han descrito receptores de reconocimiento de
patrones, entre ellos se encuentra el inflamasoma AIM2 (Lugrin and Martinon, 2018).
Esta plataforma estd compuesta por un receptor con dominio de oligomerizacion y
unién a nucledétido AIM2 (ausente en melanoma 2), un dominio pirina N-terminal, un
dominio HIN-200 (proteinas nucleares inducibles por interferbn hematopoyético que
contienen repeticién de 200 aminoé&cidos) y proteina asociada a apoptosis (ASC) (Jin
et al., 2013). AIM2 es un receptor inducible por interferones (IFN) (Choubey et al.,
2010), que reconoce DNA de doble cadena (dsDNA) de diferentes origenes (virus,
bacterias, y enddégeno) (Man et al., 2016). La activacion de AIM2 guia a la formacion
de una plataforma de proteinas conocida como inflamasoma, que a su vez promueve
la activacién de caspasa-1, generando muerte celular programada dependiente de
caspasa-1 (piroptosis), asi como, la maduracién y secrecion de la IL-1b e IL-18
(Bergsbaken et al., 2009). Bajo ciertas circunstancias estos receptores pueden
responder a moléculas propias, por ejemplo, acidos nucleicos endogenos, de esta

manera desencadenando posibles patologias como la AR.

La participacion de AIM2 en artritis se ha estudiado anteriormente. En este sentido, en

un modelo de artritis inducida por DNA se observo que la ausencia de AIM2, disminuye



la severidad y signos de inflamacion como la expresion de citocinas proinflamatorias
(IL-1B, IL-6, TNF e IFN-y), asimismo, se observo reduccion de caspasa-1 (Jakobs et
al., 2015). Ademas, se observé una disminucion de porcentajes de células
CD14+AIM2+ en pacientes con AR, asociada a la evolucion de la enfermedad y la
actividad (medida a través de DAS28) (Mendez-Frausto et al., 2020). Ademas, los
perfiles de expresidon de genes en tejido sinovial de pacientes con AR comparados con
osteoartritis (OA) mostraron que AIM2 se encontraba dentro de los genes
diferencialmente expresados (DEG) en pacientes con AR, sugiriéndolo como un factor
de patogenicidad o relevancia terapéutica. Asimismo, estos DEG estuvieron
principalmente involucrados vias que sensan DNA citosolico (Li et al., 2019). Por otro
lado, existe evidencia experimental que implica a la IL-1 en la patogénesis de la AR.
Los niveles de IL-1b en plasma y fluido sinovial de pacientes con AR se asocian con
la actividad y erosion de hueso (Fong et al., 1994; Rooney et al., 1990). IL-1b estimula
la liberacion de metaloproteasas de matriz (MMP) que degradan cartilago, promueve
la diferenciacion de osteoclastos a través de inducir la expresion de RANKL en células
T, lo que guia a la erosion de hueso (Kay and Calabrese, 2004). Asimismo la IL-1b
induce la produccién de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a (Kay and Calabrese,
2004). Ademas, el uso de anakinra, una proteina recombinante del antagonista natural
del receptor de la IL-1 (IL-1Ra), disminuy®d los niveles de la proteina C reactiva (PCR),
asimismo disminuy6 la progresion radiol6gica evaluada a través del conteo de

articulaciones que presentan erosion (Botsios et al., 2007; Bresnihan et al., 1998).

Considerando la participacion critica de IL-1b en la patogénesis de la AR, asimismo
que la ausencia de AIM2 se asocia a la disminucién de caspasa-1, de signos de
inflamacion y de la severidad en un modelo de artritis inducida por DNA, y que AIM2
se describi6 como un gen diferencialmente expresado en AR que puede participar
como factor patogénico en esta enfermedad, en este estudio se evalué la expresion
del inflamasoma AIM2 en articulaciones durante el desarrollo y progresion de la artritis

inducida por colageno tipo Il
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Justificacion

La artritis reumatoide (AR) es un importante problema de salud debido a la discapacidad que
provoca. Su prevalencia en México es de aproximadamente 1.6%. La etiologia de la AR sigue
siendo desconocida ya que es una enfermedad multifactorial que implica tanto componentes
genéticos como ambientales. Existe escasa informacidén sobre los mecanismos precisos que
llevan a la proliferacion del tejido sinovial, la destruccion del cartilago articular y la degradacion
Osea. AIM2 es un receptor de reconocimiento de patrones que detecta DNA por lo que induce
a la activacion del inflamasoma. Como resultado de la activacion de AIM2 se secretan citocinas
pro-inflamatorias como IL-1B e IL-18 y se produce la muerte de las células por piroptosis. En
estudios anteriores se demostré que DNA enddgeno provoco la activacion de Caspasa-1y la
secrecion de IL-1b e IL-18 dependiente de la activacion de AIM2. Asimismo, en un modelo de
poliartritis se observd que en ausencia de AIM2 disminuyeron signos histopatol6gicos en las
articulaciones. Por otro lado, se observo una disminucion en los monocitos que expresan AIM2
en pacientes con AR asociada a la actividad de la enfermedad y a la evolucion. Ademas,
encontramos que no existia una asociacion entre los porcentajes de las células CD14+AIM2+
y los niveles anti-CCP ni con los niveles séricos de anti-FR. Tomando en cuenta estos
antecedentes en este estudio se evaluard la participacién del inflamasoma AIM2 en tejido
especifico (articulaciones) durante el desarrollo de la artritis reumatoide en un modelo murino.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio es determinar la expresion y actividad del Inflamasoma
AIM2 durante el desarrollo y progresion de la artritis inducida por colageno tipo Il. Con el
propésito de describir la participacién de AIM2 en el dafio articular en la artritis reumatoide.
Los resultados derivados de este proyecto nos permitirAn un mayor conocimiento sobre la

patogénesis de la artritis reumatoide a nivel de tejido especifico (articulacion).
Hipotesis

La expresion y activacion de AIM2 se encuentren incrementadas y asociadas a la infiltracion
celular en las articulaciones, asi como, a la actividad de los osteoclastos en los ratones con
CIA
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Objetivos

Obijetivo general

Evaluar la expresién y actividad del Inflamasoma AIM2 durante el desarrollo y progresién de

la artritis inducida por colageno tipo |l

Obijetivos especificos

1) Evaluacién de la histopatologia de las articulaciones de ratones con CIA, como infiltracion

de células, con la tincién de Hematoxilina & Eosina.

2) Evaluacion de la expresion de moléculas asociadas a la activacion AIM2: ASC, Caspasa-
le IL-1b por gPCR en articulaciones de ratones con CIA.

3) Evaluacion de la expresion de AIM2 por inmuno-histoquimica en articulaciones de ratones
con CIA.

Materiales y métodos

Ratones. En este estudio se incluyeron 20 ratones macho DBAJ/1 de 3 a 4 semanas
de edad que fueron adquiridos en Harlan y alojados siguiendo las directrices del
Bioterio de la Universidad Autonoma de Zacatecas, UAZ. Se mantuvieron con una
temperatura y humedad relativa, con ciclos de luz/obscuridad de 12 horas, con agua 'y
alimento ad libitum. Los experimentos se realizaron de acuerdo con las directrices del
Comité de Etica de la Comisién Nacional de Investigacion Cientifica (CNIC) del
Instituto Mexicano del Seguro Social, IMSS.

Artritis inducida por colageno tipo Il (CIA). Induccién de CIA se realiz6 de acuerdo con
la descrito por Inglis y cols. (Inglis et al., 2008). En breve, los ratones se inmunizaron
por via intradérmica con aguja de un calibre 25X16mm en la base de la cola con 100uL
de una emulsificacion de colageno tipo Il de pollo (2mg/mL) en 0.05M de acido acético,
en volumen equivalente de adyuvante completo de Freund (2mg/mL). 21 dias después
de la primera inmunizacion se dio un refuerzo con 100uL de colageno tipo Il de pollo
(Cll) (2mg/mL) en 0.05M de acido acético y emulsificado en volumen equivalente de
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adyuvante incompleto de Freund (2mg/mL). Ratones fueron monitorizados 3 veces por
semana para registro de los sintomas clinicos hasta el dia del sacrificio el cual se
realiz6 con una guillotina. La severidad clinica de artritis se evalu6 usando un sistema
de puntaje descrito por Brand y cols. (Brand et al., 2007): grado O=sin eritema o0
inflamacion; grado 1= eritema o inflamacidén confinada en tarsos y articulacion del
tobillo; grado 2=eritema e inflamacion leve extendida desde la articulacion del tobillo
hasta los tarsos; grado 3= eritema e inflamacién moderada desde la articulacion del
tobillo hasta los metatarsos; grado 4= eritema e inflamacion severa que abarque

articulacion del tobillo, pata dedos y anquilosis en las extremidades.

Clasificacion en fases de la CIA. Se clasificd a las articulaciones de los ratones de
acuerdo con la descrito por Booth y cols (Booth et al., 2008). Brevemente, se
obtuvieron cuatro grupos experimentales asignados a las fases de inicio, pico y
remision de la CIA, asi como el grupo control. En este sentido, la fase de inicio incluyo
articulaciones que presentaron grado de severidad clinica igual a 2; en la fase de pico
se incluyeron articulaciones que presentaron grado de severidad clinica igual a 4; en
la fase de remision se incluyeron articulaciones que presentaron grado 2 o 3, después
de haber presentado un grado de severidad de 4. Cuando las articulaciones de los
ratones alcanzaron el puntaje para cada categoria los ratones fueron sacrificados con

guillotina, se retiraron las extremidades.

Inmuno-histoquimica. Las articulaciones de los ratones fueron fijadas en formalina al
10% por 3 dias. Posteriormente fueron descalcificadas en EDTA al 10% y embebidas
en parafina. Se realizaron cortes de 3um, los cuales fueron tratados con peroxido de
hidrogeno al 2.1%. Se lavd con PBS y se realizé el bloqueo con suero de humano al
12% a temperatura ambiente por 1.5 horas. Los cortes se incubaron con anticuerpo
primario anti-AIM2 por 12-24 horas. Cortes fueron incubados con un anticuerpo
secundario 1gG conjugado con biotina por 1.5 horas a temperatura ambiente. Para la
deteccién se utilizd biotina-streptovidina/peroxidasa utilizando como sustrato 3,3-
diminobenzidina. La contrataciéon se realizé utilizando hematoxilina/eosina de Meyer.

Los cortes fueron evaluados para el porcentaje de células positivas 0 negativas en
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microscopio AXIOVERT 200M CARL ZEISS a magnificacion de 100x. Se identificaron

600 células por laminilla en campos aleatorios.

Extraccion de RNA mensajero por técnica de trizol. Las articulaciones se colocaron en
RNAlater y se almacenaron a -70° hasta su analisis. RNA total se extrajo con Trizol
Reagent, se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente, se centrifugd a 13000
rpm por 5 minutos, se extrajo en sobrenadante y se agrego cloroformo, se mezclé y se
incubd a temperatura ambiente de 2 a 3 min, se centrifugd a 1300 rpm por 15 minutos.
Se obtuvo la fase acuosa, se agreg6 isopropanol y se incubd a temperatura ambiente
por 5 minutos, se centrifugé a 13000 rpm por 5 minutos. Se obtuvo un pellet al que se
le agregd etanol al 70 por ciento. Se centrifugé a 13000 rpm por 10 minutos, se
descart6 el sobrenadante y el pellet se resuspendendié en 30 uL de agua libre de
DNAsas y RNAsas. Finalmente se evalud la calidad y cantidad del RNA obtenido en
un espectrofotometro UV/Visible, tomando en cuenta una relacién de absorbancia

260/280. Un valor mayor a 1.8 se consideré aceptable.

Determinacion de la expresion de AIM2, ASC, Caspasa-1, IL-1b por PCR tiempo Real.
Se utilizé 1 microgramo de RNA total para realizar la sintesis de cDNA usando oligo-
dT primer. Para la reaccion se prepar6 100mM de dNTPs, 1 uL (50 U/uL) de
Transcriptasa inversa MultiScribe, 1.5 uL de buffer para transcripcién inversa 10X, 0.2
uL (20 U/uL) de inhibidor de RNAsas, 4.15 uL de agua libre de nucleasas y 3 uL de RT
primer por cada reaccion a un volumen final de 15uL. Los primers se describen en la
tabla 1. Las condiciones del ciclo térmico consistieron en 10 min a 95°C, seguido de
40 ciclos de 10s a 95°C y 40s a 60°C. La expresion de AIM2 fue analizada utilizando
el método 2-ACq.

Andlisis estadistico. Para determinar la normalidad de los datos se utilizO una prueba
de Kolmogorov-Smirnov, para evaluar la homocedasticidad se us6 una prueba de
Bartlett. Se utilizé una prueba ANOVA de una via para determinar diferencias entre
grupos. Para los analisis de correlacion se utiliz6 una prueba de correlacion de
Pearson. Para estas pruebas se utilizo el software de GraphPad Prism 5.0. Y Sigma

stat (San Diego, Calif. USA). Se considerd significativo un valor de p<0.05.
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GLOSARIO

AIM2 Ausente en melanoma 2

AR Artritis Reumatoide

ASC Proteina asociada a apoptosis

DNA Acido desoxirribonucleico

DNA Acido desoxirribonucleico

DNAdc Acido desoxirribonucleico de doble cadena

dNTP Deoxinucleésido trifosfato

CARD Dominio de activacion y reclutamiento de caspasas
CCP Anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados

CD Cluster de diferenciacion

CIA Artritis inducida por colageno

DAMPs Patrones moleculares asociados a dafio

DMARD Disease-Modifying Antirheumatic Drugs (farmacos antirreumaticos

Modificadores de la enfermedad)
FR Factor reumatoide
HIN-200 Proteinas nucleares inducibles por interferon hematopoyético que

contienen repeticién de 200 aminoacidos

Ig Inmunoglobulina

IFN Interferon

IL Interleucina

NET Trampa extracelular de neutrofilos
PAMPs Patrones moleculares asociados a dafo
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PBMC

PCR

PBS

PRRs

RANKL

TNF

TGF

Células mononucleares de sangre periférica
Reaccion en cadena de la polimerasa
Buffer de solucion salina con fosfato
Receptores de reconocimiento de patrones
Ligando del receptor

Factor de necrosis tumoral

Factor transformador del crecimiento beta
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