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2. RESUMEN

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune que se caracteriza por la presencia de
infiltrados crdnicos, el desarrolio de la artropatia destructiva, la degradacion 6sea y del cartilago
articular. Algunas respuestas inmunes anormales se hallan en estos pacientes, por lo que se ha
sugerido que, Ia alteracion en la regulacién de la produccion o de la accion de ciertas citocinas y
moléculas de adhesion contribuyen a la patogenia y perpetuacion de la entermedad. Por ello nosotros
investigamos la expresion de los ARNm de algunas citocinas con un potencial regulador en el dafio
sinovial tales como el de la IL-18, la IL-4, |a IL-6, la iL-8, la IL-10, la IL-13, el TNF-a y el TGF-$1 en
los pacientes con artritis reumatoide de evolucion temprana. El perfil de las citocinas se realizé
mediante la reaccion de la polimerasa en cadena en el ADNc, obtenido por transcripcion reversa del
ARN total de las muestras. Estas incluyen la membrana sinovial y las células mononucleares de la
sangre periférica de 5 pacientes con artritis reumatoide, S pacientes con enfermedades inflamatorias
de tipo no artritis reumatoide (coxoartrosis, osteoartritis o espondilitis anquilosante) y 5 controles no
inflamatorios; donde se encontré que el patrén de expresion de los transcritos en ambos
c;mpanimientos fue consistentemente diferente. En las membranas sinoviales de pacientes con
artritis reumatoide no se hallaron ARNm para la IL-4 y la iL-13, sin embargo si se encontraron en las
células mononucleares de sangre periférica; los de la IL-1B, la IL-6 y el TNF-a se expresaron en
ambos casos en mayor proporcion en las células mononucleares, contrario a lo observado para los
transcritos de la IL-10 y el TGF-B 1. Al cuantificar las moléculas de los ARNm que codifican para la IL-
8y la IL-10, por una reaccion de polimerasa en cadena cuantitativa, se observo que los niveles de los
transcritos para la IL-8 en las células mononucleares de los pacientes con artritis reumatoide, fueron
mayores a los de controles no inflamatorios (p=0.06). En la membrana sinovial, los ARNm para la IL-
8 yla IL-10 fueron mas altos en los pacientes con AR que en los cqntroles no inflamatorios (p=0.05 y
p=0.02, respectivamente). La proteina de la IL-8 y la IL-16 se identificd especificamente por
inmunohistologia y mostro que la IL-10 fue secretada por los monocitos/macréfagos y linfocitos,
mientras que !a IL-8 [o fue por los macrofagos, las células endoteliales, los fibroblastos y los linfocitos

de las membranas sinoviales de los pacientes con artritis reumatoide. Asimismo, por densitometria se



semicuantificaron los transcritos para el TGF-31 y no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos de estudio y los compartimientos analizados.

Por otro lado, en la membrana sinovial se investigo la presencia de VCAM-1 e ICAM-1, dos moléculas
de adhesion de la superfamilia de las inmunoglobulinas, mediante la técnica de inmunohistologia
empleando anticuerpos monoclonales especificos. Los resultados obtenidos mostraron que, los
niveles de las células endoteliales y los macréfagos inmunormreactivos al anticuerpo VCAM-1 e
ICAM-1 fueron significativamente mayores en el grupo de los pacientes con artritis reurmatoide que en
el grupo control no inflamatorio {p = 0.026, p = 0.007 y p = 0.007, p =0.005 respectivamente).

La informacion anterior sefala woino los principales participantes del proceso inflamatorio intrarticular
de corta evolucion y de la perpetuacion hacia la sinovitis cronica, no solo a los macréfagos y sus
factores solubles, sino también a los linfocitos T, las células endoteliales, los fibroblastos y los
sinoviocitos., Esto nos lleva a proponer la participacion de un Eje “Macrofago - Célula T - Célula
Endotelial - Fibroblasto - Sinoviocito” durante el inicio del desarrollo de la sinovitis caracteristica en la
artritis, donde la interaccion entre las citocinas proinflamatorias y su papel como inductores de Ié
expresion de las moléculas de adhesion VCAM-1 e ICAM-1 juegan un papel trascendental. Ademas,
proponemos que las diferencias en la produccion de las citocinas en la artritis reumatoide de

evolucion corta y la de fase cronica, son basicamente cuantitativas mas que cualitativas.



3. INTRODUCCION

La activacion de las células que participan en la respuesta inmune y en particular de las células T y
los macrofagos (M¢s), desencadena su proliferacion e inicia la sintesis de una gran variedad de
citocinas que incluyen a los factores estimuladores de colonias (CSF), las quimiocinas o intercrinas,
las interleucinas (ILs), los factores de crecimiento (GF) y los interferones (IFN). Asi, el perfil de las
citocinas secretadas es totalmente dependiente de un tipo particular de células T, lo que en muchas
enfermedades es evidente y define asi la naturaleza de la respuesta inmune sea ésta de tipo humoral
o bien celular, cada una regulada positiva y negativamente a través de dichos factores solubles.

Bajo condiciones fisiologicas en el tejido conjuntivo, las citocinas y los factores de crecimiento forman
una red intrincada que mantiene el balance entre el depésito y la degradacion de la matniz
extracelular. Sin embargo en la artritis reumatoide (AR), una enfermedad autoinmune del tejido
conjuntivo que se caracteriza por la presencia de infiltrados crdnicos, el desamollo de artropatia
destructiva y la degradacion osea y del cartilago articular; se presentan interacciones muy complejas
entre la gran variedad de células que forman la membrana sinovial y los factores solubles que éstas
sintetizan y que con toda seguridad constituyen el motor que produce los fendmenos destructivos
caracteristicos de la enfermedad establecida. Estas interacciones se basan en dos pilares
fundamentales: en los contactos directos célula-célula o célula-matriz extracelular, a través de las
diferentes moléculas de superficie y en la sobreproduccion de las citocinas proinflamatorias, lo que
desplaza el equilibrio hacia una degradacion excesiva de los componentes de ia sinovia.

Las citocinas son un grupo heterogéneo de moléculas de naturaleza glicoproteica, de bajo peso
molecular (7 a 30 kD). Son producidas por una gran variedad de células, actian de forma autocrina,
paracrina 0 endocrina y a concentraciones picomolares regulan el crecimiento, la morfologia, la
migracion y la funcion celular, por lo que desempefian un papel esencial en la inflamacion, en la
respuesta inmune y consecuentemente en la fisiopatologia de la AR (Alvaro-Gracia JM, 1992).

Entre las citocinas sobrexpresadas, de [as cuales se conoce su participacion en la desregulacion que
se presenta en esta enfermedad durante la fase cronica, se encuentran la interleucina-1p (IL;1[3), la
IL-6, la IL-8, la IL-10, el factor de necrosis tumoral-a {TNF-a), el factor de crecimiento transformante-

B1(TGF-p1) y el factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) {Brennan FM,



et al, 1995). En el caso de la IL-1 existen 2 genes distintos que codifican a dos isoformas, fa IL-1a y 1a
iL-1p. Ambas tienen un peso molecular de 17 kD en su forma extracelular y derivan de un precursor
de 31 kD que carece de actividad biotogica. Su similitud es solo del 26% por lo que a amino4cidos se
refiere y del 45% en los nucledtidos, sin embargo las dos tienen ias mismas acciones bioldgicas y se
unen al mismo receptor extracelular. Son sintetizadas por fos M¢s fundamentalmente y en menor
grado por las células dendriticas, las de Langerhans, las endoteliales, las mesangiales, as epiteliales,
los astrocitos, 1a microglia, los fibroblastos, los neutrdfilos y las lineas de células T y B activadas. La
IL-1 es una de las citocinas mas pleiotropicas, que ejerce acciones schre una gran variedad de
célutas. Ademas de su efecto activador sobre las células T, es capaz de promover la maduracion de
ias pre-B y de sinergizar con otros factores en la proliferacién y la secrecion de las inmunoglobulinas
por las células B maduras. Empero son sus multiples efectos proinflamatorios los que han despertado
el maximo interés en cuanto a su participacion en la AR (Alvaro-Gracia JM, 1992; Chu CQ, et al,
1992; Farahat N, et al, 1993; Firestein GS, et al, 1990; Holt Y, et al, 1992).

La IL-6 es una glicoproteina de 23 a 32 kD, producida por las células T y B, los M¢s, los fibroblastos,
las células endoteliales y las mesangiales. Su sintesis y secrecion son inducidas poria IL-1 y el
TNF-a. A su vez Ia IL-6 tiene un notable efecto inductor en la proliferacién de las células T y B, sin
embargo para que esta accion se produzca, en la mayoria de {os casos se requiere de un estimulo
adicional como e! de otras citocinas {IL-1, IL-2 & iL-4). Shingu M y cols. demostraron que, {a adicién
de la IL-6 a los cultivos de células endoteliales, sinoviocitos y condrocitos de pacientes con AR,
incrementaba |3 expresion del inhibidor tisular de {as metaloproteasas, lo cual resultaba benéfico ya
que evitaba !a destruccion de la matriz extracelular de ia sinovia (TIMP) {Shingu M, et al, 1993); por
otro lado, se sabe que esta citocina induce la produccion del factor reumatoide en la membrana
sinovial, por 1o que no es claro si ejerce un papel global pro o antinflamatorio (Alvaro-Gracia JM,
1992; Chu CQ, et al, 1992; Farahat N, et al, 1993; Firestein GS, et al, 1990; Holt Y, et al, 1992).

La IL-8 es una citocina poco estudiada, pertenece a la familia-de las quimiocinas o intercrinas, su
peso molecular es de 8 kD, es sintetizada por los monocitos (Mos)/Mgs, los neutrdfilos, las célutas
endoteliales, los queratinocitos y los fibroblastos dérmicos; actlia como un factor quimiotactico de los

leucocitos y como un péptido activador y quimiotactico de los neutrdfilos (NAP-1), con diversos



grados de especificidad. Existen evidencias de que esta citocina participa en una gran variedad de
patologias que incluyen a la AR, en la que al parecer, la sintesis local puede constituir un importante
mecanismo por el cual los neutrdfilos y las células T son reclutados y activados en la sinovia de los
pacientes con AR, ademas de contribuir a la degradacion del cartilago articular, a través de la
induccion de la desgranulacion de los neutréfilos lo que produce la liberacion de proteasas (Alvaro-
Gracia JM, 1992; Rathanaswami P, et al, 1993; Taub DD, et al, 1994).

La IL-10 es un “factor supresor” de la respuesta inmune, sintetizado por las células Tho, las Th2, los
Mo/M¢, las células B activadas, los queratinocitos y los mastocitos (De Waal Malefyt R, et al, 1992;
Yssel H, vi- al, 1992; Del Petre G, et al, 1993; De Waal Malefyt R, et al, 1991). Su actividad
pleiotropica incluye la proliferacion de las célutas T y B asi como la diferenciacion de las células T
citotoxicas; la inhibicion y/o desestabilizacion de la transcripcion de los genes para la IL-1p, 6, -8 y el
TNF-a producidos por los Mo/M¢; los transcritos para la IL-4 y la IL-5 sintetizadas por las células Th2;
los de la IL-2 y el IFN-y de las células Th1; los del IFN-y y el TNF-a producidos por las células NK ( Ho
SY, et al, 1994, Wang P, et al, 1994); |a remodelacién y/o degradacion de la matriz extracelular a
través de la regulacion negativa del transcrito para la colagena tipo | y el incremento en la expresion
de los genes para la estromelisina y la colagenasa tipo | (Reitamo S, et al, 1994). Debido a sus
mdiltiples efectos, la IL-10 juega un papel importante en la AR, al inhibir la produccion de las citocinas
de los Mos/M¢s y de las células T (Katsikis PD, et al, 1994).

Una interfeucina descubierta mas recientemente, la IL-13, presenta propiedades similares ala IL-4, ya
que inhibe la citotoxicidad de los Mos/Més (McKenzie ANJ, et al, 1993) y la sintesis y secrecion de las
citocinas proinflamatorias tales como el TNF-q, 1a IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 (Cololta F, et al, 1994;
Defrance T, et al, 1994, De Waal Malefyt R, et al, 1993; Zurawski F, et al, 1994). Es producida por las
células ThO, Th1 y Th2 CD4' y CD8® activadas (McKenzie ANJ, et al, 1993; Minty A, et al, 1993), su
ARNm solo se encuentra en éstas alrededor de una hora después de la activacion y persiste por
periodos de hasta 72 horas postactivacion (Zurawski G, et al, 1994). No existe evidencia de la accion
de esta citocina sobre las células T, sin embargo se conoce que ejerce una actividad pleiotrépica
sobre los Mos/Més ('"Montaner LJ, et al, 1993), las células B (Defrance T, et al, 1994) y los

polimorfonucleares (Minty A, et al, 1993). Si bien la IL-13 regula positivamente varias integrinas,



moiéculas de adhesién de la superfamilia de las inmunoglobulinas tales como la VCAM-1 (Bochner
BS, et al, 1995), el CD23, et CD13 (Punnonen J, et al, 1993), y los antigenos del Complejo Principal
de Histocompatibilidad Clase Il (CPHII) {Defrance T, et al, 1994, McKenzie ANJ, et al, 1993), también
regula negativamente otras moléculas como: el receptor para la region constante (Fc) de la IgG
(CD64, CD32 y CD16), 1a expresion del CD54 y det CD58 (De Waal Malefyt R, et al, 1993; Minty A, et
al, 1993). Recientemente se ha demostrado que suprime la infeccion del HIV en los Mos/M¢s in vivo
("Montaner LJ, et al, 1993; *Montaner LJ, et al, 1993). Esta interleucina induce la proliferacion las
células T (Aversa G, et al, 1993; Cocks BG, et al, 1993; Punnonen J, et al, 1993) y la sintesis de ia
1gM, 1a IgG total y la IgE (Punonnen J, et al, 1993, Defrance T, et al, 1994).

El TNF-a se sintetiza como un precursor intracelular de 26 kD que posteriormente es transformado a
la forma extracelular activa de 17 kD. Es secretado fundamentalmente por los Més activados aungue
los linfocitos, las células NK y los mastocitos también la producen. Mas que por su efecto inductor de
la necrosis hemormagica de ciertos tumores y la caquexia en enfermedades parasitaras, es
reconocido en la actualidad por sus acciones proinflamatorias. En realidad, comparte casi todas las
acciones de la IL-1, salvo las de activacién linfocitaria, actda junto con esta citocina de forma
sinérgica y es producido abundantemente por los M¢s de la sinovia de los pacientes con AR (Alvaro-
Gracia JM, 1992; Chu CQ, et al, 1992; Farahat N, et al, 1993; Firestein GS, et al, 1990).

Finalmente, el TGF-B1 pertenece al grupo de los factores moduladores del tejido conjuntivo. Es un
d}mero de 25 kD, formado por 2 subunidades de 12.5 kD, idénticas o diferentes segun el subtipo
(TGF-B1r2n); es secretado por una gran variedad de células, como las T y B, los M¢s, los fibroblastos,
las plaquetas, las células del rifion y las tumorales. Se secreta tardiamente durante el proceso de
activacion de los linfocitos T y es un potente inhibidor de la proliferacion de estas células y de |a
produccion de la IL-2 y el {FN-y, por lo que puede desempefiar un importante papel como regulador
negativo. Se ha indentificado como el factor inhibidor de la activacién de las células T, en el liquido y
la membrana sinovial de pacientes con AR (Alvaro-Gracia JM, 1992; Chu CQ, et al, 1992, Firestein
GS, et al, 1990; Holt Y, et al, 1992).

Como habiamos mencionado anteriormente, el otro pilar fundamental de las interacciones en la AR

se basa en los mecanismos de interrelacion entre los Més, los linfocitos y las células endoteliales con



las citocinas y el efecto de esta interaccion sobre la cavidad articular, donde la infiltracion masiva de
la membrana sinovial por ias células mononucleares (CMNs), fundamentalmente las células T y los
Mos/M¢s, es una de las caracteristicas histopatoldgicas constantes en la AR. De tal forma que la
adhesion y la migracion celular, la generacion de la respuesta inmune, la destnuccion de las células
blanco, la interaccion de las células con componentes de la matriz extracelular y 1a generacion de los
procesos inflamatorios son manifestaciones de gran importancia bioldgica en esta enfermedad y
dependen de la presencia de los receptores especificos en la superficie de la membrana, que les
permitan interactuar.

Los principales receptores de adhesion que se detectan en las células del sistema inmune, se
agrupan en tres grandes familias, que se describen brevemente a continuacion:

1) La familia de las Integrinas: comprenden a un grupo de glicoproteinas heterodiméricas
transmembranales, aparentemente heterogéneas, que fueron denominadas asi debido a su funcion
integradora de las células con la matriz extracelular en el tejido conjuntivo no especializado. Las
integrinas estan constituidas por una cadena  y una a asociadas de manera no covalente; se
conocen 7 cadenas 8 (1 a 7) y al menos 12 cadenas a (a1 a 8, al, aM, aX y aV). Existe una
asociacion preferencial de algunas cadenas a con ciertas cadenas 8, lo que da lugar a la formacion
de 3 subfamilias: cuando la cadena 1 (CD28) se asocia a las cadenas al a la 8 se genera la
subfamilia de Jas integrinas 31 o VLA (Very Late Activation Antigens); cuando la cadena 2 (CD18)
se asocia con las cadenas al, aM y aX se constituye la subfamilia de las integrinas p2 o
leucocitarias; y por Gltimo, la B3 se asocia preferencialmente con aV (CD41/CD51) que se denomina
subfamilia p3 o de las citoadhesinas. Las integrinas p1 se expresan casi en todas las células del
organismo a excepcion de los neutréfilos. Entre sus funciones se incluyen el reconocimiento de los
componentes de la matriz extracelular, al unirse a mas de un ligando; por ejemplo, la adhesion de la
VLA participa en la unién de las células T CD8*, los Mos y los eosindfilos a la fibronectina por un
lado y por e! otro las células endoteliales aclivadas, a través de la molécula VCAM-1 (Vascular Cell
Adhesion Molecule-1), una glicoproteina perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas; y
finalmente Ia activacion celutar como en el caso de la interaccion de VCAM-1/VLA4, que induce

senales de coestimulacion en la activacion de las células T mediada por su receptor (TCR). Las



integrinas B2 se expresan unicamente en los leucocitos, por lo que se les ha denominado integrinas
leucocitarias. Sus funciones incluyen: la actividad citotoxica mediada por las células NK y la
dependiente de anticuerpos, la funcion cooperadora de las células T, la union de los leucocitos al
endotelio, la presentacion antigénica, la agregacion, la migracion y la quimiotaxis leucocitaria, la
opsonizacion y fagocitosis y la interaccion leucocitaria con superficies recubiertas de proteinas
séricas. La subfamilia p3 se expresa en las plaquetas principalmente. Posee funciones de
reconocimiento de ligandos de la matriz extracelular con la secuencia RGD tales como la fibronectina,
el fibrindgeno, 2l factor de Von Willebrand, Ia vitronectina y la trombospondina, la osteopontina y la
colagena (Albelda SM, e al, 1990; Bevilacqua MP, 1993; Cronstein BN, et al, 1993; Laffon A, 1992).
i La familia de las Selectinas: son glicoproteinas transmembranales con una estructura peculiar
{un dominio tipo lectina, otro tipo factor de crecimiento epidérmico y de 2 a 9 dominios tipo factor de
complemento) que se expresan en la membrana de los leucocitos, las plaquetas y las células
endoteliales. Se han descrito 3 tipos de Selectinas, la L-selectina (LAM-1, gpSOMEL, Mel-14, Leu 8,
LECAM-1), la E-selectina (ELAM-1, LECAM-2) y la P-selectina (CD62, PADGEM, GMP-140, LECAM-
3); ia primera se expresa constitutivamente en la mayor parte de los leucocitos, los Mos, las células T,
los polimorfonucleares y otras células mieloides, la segunda lo hace en el endotelio activado y la
tercera se detecta en las plaquetas y en las células endoteliales. Los ligandos que se unen a las
selectinas son principalmente oligosacaridos que se encuentran en la membrana de diversas células.
La E-selectina y {a L-selectina inducen la adhesion de los linfocitos y los granulocitos a las células
endoteliales mediante el fendmeno de rodamiento (rolling) a lo largo de las paredes de la
microvasculatura, este es el paso inicial en la migracion de los leucocitos a través de los endotelios.
La P-selectina se almacena en los cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales y en las
plaquetas se localiza en las membranas de los granulos densos, por i0 que es capaz de mediar las
interacciones entre éstas y los leucocitos y posiblemente también entre las células endoteliales y los
leucocitos (Bevilacqua MP, 1993; Cronstein BN, et al, 1993; Garcia de Vicufa R, et al, 1992; Laffén A,
1992).

)] Las moléculas de la superfamilia de las Inmunoglobulinas: son glicoproteinas que
comprenden a un grupo importante de moléculas que poseen regiones que semejan a las de los

dominios de las inmunoglobulinas. Se expresan en los linfocitos asi como en otras células, e incluyen



al CD2 (LFA-2), el LFA-3, la ICAM-1 0 CD54, ia ICAM-2, el CD4, el CD8, el complejo TCR/CD3, la
VCAM-1y las moléculas del CPH | y |i, que a continuacion se describen: la molécula CD2 se expresa
en todos los linfocitos T y en la mayor parte de las células NK; cuando se une a sus ligandos
principales (LFA-3, CD59 o CD58) cambia su conformacion generandose el CD2R y envia sefiales de
activacion celular. La molécula LFA-3 presenta diversas isoformas, que parecen tener afinidad similar
por el CD2; se expresa en los linfocitos activados. Las moléculas ICAM-1 0 CD54 e ICAM-2 estan
relacionadas en estructura y funcion, participan en las interacciones célula-célula y se asocian a una o
mas integrinas B2 (LFA-1 o TD11a/CD18 y Mac 1). Las moléculas CD4 y CD8 se expresan
principalmente en los linfocitos T y estan funcionalmente relacionadas con el cornplejo TCR/CD3. No
fungen propiamente como moléculas de adhesion, ya que al parecer su funcién principal es la de
generar sefales de coestimulacion que favorezcan ia activacion de las células T, mediada por los
antigenos a través del complejo TCR/CD3. Este complejo se encuentra constituido por el TCR
propiamente dicho, formado por las cadenas a y 8, o las y y § que pertenecen también a la
superfamilia de las inmunoglobulinas y forman heterodimeros que poseen la capacidad de reconocer
los péptidos unidos a las moléculas del CPH y el complejo molecular CD3 que se encuentra formado
por las subunidades v, 8, £ y {. Es en este sentido que el complejo TCR/CD3 funciona como una
molécula de adhesion altamente especifica (Bevilacqua MP, 1993; Cronstein BN, et al, 1993; Garcia
de Vicufla R, et al, 1992; Laffon A, 1992).

Asi, la presencia de los polimorfonucleares neutrofilos y las CMNs en el espacio subsinovial,
detectada en los primeros dias o semanas tras el comienzo de los sintomas articulares, tiene su
origen en la migracion de éstas desde la sangre periférica a través de la membrana sinovial. Donde el
primer paso (reversible), para que un leucocito activado circulante abandone el torrente sanguineo y
sea reclutado al interior de un tejido, es su adhesion al endotelio por el cual literaimente rueda sobre
los segmentos afectados en una sucesion de adhesiones y desuniones consecutivas con las células
endoteliales, a través de las selectinas vasculares E y P que récdﬁccen hidratos de carbono (como
SlLe") y del extremo flexible de la L-selectina localizado selectivamente en las microvellosidades de 1a
superficie celular de los leucocitos que inician el contacto. Particularmente, la union de las células
linfoides a la E-selectina estd mediada por la molécula denominada CLA (Cutaneous Lymphocyte

Antigen), por el CD31 y el CD44 con su comespondiente ligando: el hialuronato. La interaccién de la



E-selectina con los leucocitos permite la exposicion de éstos a los agentes quimiotacticos, a las
citocinas o los activadores producidos en el microambiente, 0 que incrementa la expresion y la
avidez de la integrina leucocitaria Mac 1 o LFA-1 por su ligando ICAM-1; de tal manera que, la
especificidad en el reclutamiento de uno u otro tipo de leucocito esta dada por los factores
activadores que son producidos localmente, a los que no todos responden o lo hacen de forma
diferente (Chapman PT, et al, 1995). De lo anterior se presupone que, la interaccion inicial de las
células T y los Mos con el endotelio, mediada por E-selectina/CD44, favorece el subsiguiente
mecanismo de adhesion a través de las integrinas 1 (VLA4) presentes en la superficie de estas
células activadas, lo que determina una adhesion preferencial por su ligando inducible, VCAM-1. Lo
anterior es consecuencia tanto de un incremento en la expresion de VLA4 como de un cambio
conformacional de esta glicoproteina (el cual incrementa la afinidad por su ligando). Cuando las
células T son estimuladas, la union al endotelio activado por IL-1 y/o TNF-a, IL-4 6 IL6 (/ademarco
MF, et al, 1995; Lindsley HB, et al, 1993) utiliza las dos vias VLA4/VCAM-1 y LFA-1/1CAM-1, mientras
que la adhesion al endotelio en reposo utiliza fundamentaimente LFA-1/ICAM-2 (Szekanecz Z, 1994).
Una vez que los leucocitos y las células T aclivadas atraviesan el endotelio, penetran en la
membrana sinovial e interactian con los componentes de ia matriz extracelular tales como la
fibronectina, la laminina y la coldgena a través de las integrinas VLA4 y § cuya expresién aumenta y
ademas genera un cambio conformacional que incrementa la avidez. Esta interaccion produce
senales de activacion, que estimulan a su vez a las células T, a través del receptor de antigeno
(TCR/CDB). Lo anterior resulta de interés, ya que se ha encontrado que la colagena tipo il induce ia
proliferacion de las células T de la membrana sinovial reumatoide (Trentham DE, et al, 1993). El
reconocimiento simultaneo de colagena, como antigeno a través del complejo TCR/CD3 y como
ligando a través de integrinas VLA, genera un estimulo mitogénico efectivo para los linfocitos de la
membrana sinovial reumatoide. Un fenomeno similar al anterior se encuentra, cuando los linfocitos se
unen simultaneamente al antigeno y a las integrinas (VCAM-1: ICAM-1). La interaccion de las
integrinas con sus ligandos produce la liberacion de citocinas y metaloproteasas tales como
colagenasas y estromelisina. La interaccion de las células T con los sinoviocitos, mediada por
VCAM-1/VLA4 e ICAM-1/LFA-1, produce la migracion de los linfocitos hacia la cavidad aricular

(Garcia de Vicufia R, et al, 1992; Laffon A, 1992).



Sin embargo en la actualidad, pese a todo el acervo de informacion que se posee acerca de la red de
citocinas y de su relacion con la expresion de ciertas moléculas de adhesion, aun se desconoce el
mecanismo que lleva a la cronicidad de la sinovitis caracteristica de la AR. No obstante se reconoce a
los M¢s y sus productos solubles (factores de crecimiento y citocinas) y en menor gradoe a los
linfocitos T, las células endoteliales, los fibroblastos y los sinoviocitos como los posibles responsables
del dafio tisular y de la perpetuacion del proceso inflamatorio (Keyszer GM, 1994). Por otra parte, no
ha sido posible correlacionar los niveles elevados de una citocina en particular con la destruccion
articular, adermnas de que se debe considerar la abundancia y diversidad de las citocinas liberadas in
situ en la membrana sinovial, asi como la informacion de! papel individual que desempefian cada una
de éstas en el desarrollo y perpetuacion del proceso inflamatorio; 1a cual proviene de los estudios in
vitro que no siempre reflejan la complejidad de las interacciones de las citocinas dentro de la cavidad
articular.

Por ello decidimos realizar la investigacion de algunas de las citocinas y motéculas de adhesion que

tienen un potencial regulador en el dafio sinovial.



4, OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Valorar en los pacientes con artritis reumatoide de evolucién cora, 1a panicipacion de diferentes
citocinas y moléculas de adhesion en el inicio del proceso inflamatorio que, potencialmente

contribuyen a su perpetuacion.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Examinar la presencia de los ARNm para 1a IL-1p, la IL-4, la 1L-6, la IL-8, la IL-10, {a 1L-13, el
TNF-a y el TGF-B1, en Ja membrana sinovial y las CMNSP de los controles no inflamatorios e
inflamatorios y de los pacientes con AR a través de la técnica de transcriptasa reversa-reaccion de
|a polimerasa en cadena (PCR).

¢ Cuantificar el nimero de los transcritos que codifican para ia IL-8 y la IL-10 en las CMNSP y ia
membrana sinovial de los ires grupos de estudio, empleando la técnica de PCR cuantitativa.

¢ Analizar la presencia de las proteinas de 1L-8 e IL-10 en cortes de la sinovia sometidos a la técnica
de inmunohistologia.

¢ Semicuantificar los ARNm que codifican para el TGF-$1 en la membrana sinovial.

¢ Estudiar la relacion entre ia expresion de fa 1L.-10 y los parametros de la actividad clinica de ia
enfermedad, en el suero de sangre periférica mediante un ensayo inmunocenzimatico de tipo
ELISA.

¢ Conocer la interaccion de estas citocinas con la expresion tisutar en el endotelio vascular de dos
moléculas de adhesion pertenecientes a la superfamilia de 6las inmunoglobulinas: ICAM-1 y

VCAM-1, a través de {a técnica de inmunohistologia.



5. JUSTIFICACION

La AR en una enfermedad de incidencia considerable en la pablacion mexicana (1 al 3%). En la
actualidad aun se desconoce(n) el(los) mecanismo(s) que inicia(n) el proceso inflamatorio y lo
perpetda(n) produciendo la sinovitis caracteristica de la AR. Previamente se ha sefialado que los M¢s
y sus productos solubles y en menor grado los linfocitos T localizados en la membrana sinovial, son
las principales estirpes celulares que participan en el dario tisular en fase cronica, de ahi que se
requieran esclarecer los mecanismos inmunologicos especificos que se involucran durante el inicio de

1a sinovitis.



6. HIPOTESIS

En el inicio del proceso inflamatorio intrarticular, una poblacion policlonal de células T presenta un
fendmeno de activacion inducido por un agente aun no identificado, lo que genera la liberacion de
factores solubles como la IL-8, la IL-1, ia IL-6, el TGF-B1 y el TNF-a que a su vez activan a las
células endoteliales, las cuales incrementan |a sintesis y expresion de las moléculas de adhesion que
permiten [a interaccion con los M¢s, las células T y los eosindfilos por un lado y por ofro de los
factores solubles que contribuyen a la quimiotaxis de los leucocitos. Ambos mecanismos facultan la
activacion, la unién y la transmigracion de las células inflamatorias a la sinovia a través de una serie
de pasos relacionados entre si, lo que conlleva a la produccion y liberacion de las citocinas, los
factores solubles y tas enzimas degradativas, que producen la inflamacion en la cavidad articular.
Dichos factores solubles y citocinas estimulan a las células estromales y de los infiltrados

inflamatorios, asi como al endotelio perpetuando la sinovitis.



7. MATERIAL Y METODOS

MUESTRAS BIOLOGICAS. Se obiuvieron muestras de la sangre periférica y la membrana sinovial de
5 pacientes con AR sometidos a cirugia ortopédica de la cadera o la rodilla, que reunian los criterios
del Colegio Americano de Reumatologia para esta patologia (Arnett FC, et al, 1988), 5 pacientes con
alguna enfermedad inflamatoria de tipo No-AR (coxoartrosis, espondilitis anquilosante u osteoartritis)

y 5 individuos sanos ingresados al servicio de traumatologia (ver Tabla 1).

TABLA 1

Caracteristicas clinicas de los pacientes*

PACIENTE EDAD SEXO [ PATOLOGIA EVOLUCION TRATAMIENTO
(ANOS) (ANOS)

CTRLNo 1 35 F Fractura — ABY AG
CTRLNol2 30 M Fractura — REL MUS
CTRL No I3 38 M Fractura —
CTRL No 1 4 23 M Fractura —
CTRLNoIS 20 F Polifractura -—
CTRL!1 50 F OA 2 Al
CTRL 12 69 F OA 10 Ninguno
CTRL I3 35 M CA 3.5 Al Y AG
CTRL 14 21 M EA 10
CTRLIS 66 F OA 10 AG
AR1 19 M - ARJ 8 AG
AR 2 43 F AR 15 AG
AR3 53 F AR 13 Ninguno
AR 4 28 F AR 2 MTX
AR S 26 F AR 1 Ninguno

*CTRL No !: Individuo control no inflamatorio, CTRL I: Individuo control inflamatorio, AR: Paciente
con artritis reumatoide, OA: Osteoartritis, CA: Coxoartrosis, EA; Espondilitis Anquilosante, ARJ:
Artritis Reumatoide Juvenil. AB: Antibidticos, AG: Analgésicos, REL MUS: Relajantes Musculares, Al:
Antinflamatorios, MTX: Metotrexate.




EXTRACCION DEL ARN TOTAL DE LAS MUESTRAS DE LA MEMBRANA SINOVIAL Y LAS
CMNSP. Las membranas sinoviales se sumergieron en nitrogeno liquido y se conservaron a -70°C
hasta su procesamiento, De las muestras de la sangre periférica se aistaron las CMNs por la
formacion de gradientes con Ficoll-Hypaque (SIGMA), se cuantificaron en un hemocitometro
automatizado (Coulter Diluter DDIll C) y se conservaron 1 X 10" CMNs/mi a -70°C. E!l ARN lotal de
las CMNSP y de los fragmentos de la membrana sinovial {0.3-0.5 cma) se extrajo por el método de
Chomczynski (Chomczynski P, et al, 1987), mediante isotiocianato de guanidina (RNAzoI“‘ B
Cinna/Biotecx TX) y cloroformo, como se describe brevemente a continuacion: sin descongelar se
homogeno el botdn de las CMNSP en e! vortex o el fragmento de sinovia en un tubo del politrén, con
2 mi de la solucion del RNAzol™ para 10 a 100 mg del tejido 6 1 X 107 células. Por cada 2 m! de!
homogenado se adicionaron 0.2 mi de cloroformo, la mezcla se agitd vigorosamente durante 15
segundos y se incubd por § minutos a 4°C, posteriormente se centrifugo a 12 000 X g (Microcentrifuga
BECKMAN Microfuge 12) durante 15 minutos a 4°C, asi se separé en el fondo la fase organica que
contenia el ADN y algunas proteinas, y en la superficie, la acuosa con el ARN, que tenia el 50% del
volumen total el cual se transfirio a un tubo eppendorf al que se agrego isopropanol en una proporcion
1:1, se agité vigorosamente y se incubd durante 15 minmoé a 4°C, precipitando asi e} ARN. La
suspensién se centrifugd a 12 000 X g por 15 minutos a 4°C y el sobrenadante se eliminé con una
pipeta pasteur. El boton (ARN) se lavd con 800 pl de etanol al 75% (ver apéndice) enfriado
previamente a -20°C y se centrifugd a 12 000 X g durante 10 a 15 minutos a 4°C, el sobrenadante se
elimino con una pipeta pasteur. El ARN obtenido se traté con 10 ul DNAsa tipo | (GIBCO BRL) en 190
ul de solucién amortiguadora para DNAsa 1X (10 U/S pl del amortiguador de DNAsa 1X, ver apéndice)
y se incubd durante 15 minutos a 37°C en barno de Maria. La accion enzimatica se detuvo y los
productos de degradacion se eliminaron con 0.2 mi de una solucion de fenol saturado (ver apéndice) y
al centrifugar durante 2 minutos a 12 000 X g a temperatura ambiente, con o que se obtuvieron dos
fases de las cuales se transfirid la acuosa a un tubo eppendbrf -'al que se adicionaron 0.2 m! de
solucion de SEVAG (ver apéndice) y se centrifugd durante 2 min a 12 000 X g. La fase acuosa de
transfirié nuevamente a otro tubo al que ademas se le agreparon 500 pl de etanol absolito a -20°C y
70 ul de acetato de sodio 3 M, pH 5.3 (ver apéndice), a mezcia se incubd durante toda la noche a

-70°C. Después se centrifugé por 15 minutos a 12 000 X g a 4°C y el boton se lavé como se menciond



previamente. Finalmente éste se resuspendié en volumenes de 20 6 50 uyl de agua-DEPC. La
concentracion del ARN se determind con un equipo comercial (FAST CHECK™ Nucleic Acid

Quantification System de GIBCO BRL) y se ajusté a 0.5 6 1.0 ng/pl.

TRANSCRIPCION REVERSA Y PCR. En cada muestra se realizd un perfil de citocinas, a partir de 2
a 4 ng (4ul) del ARN total extraido que se empled para obtener el ADNc por retrotranscripcion, Para
ello se utilizaron 5 ug/mi del iniciador universal oligo(dT)iz..a (GIBCO BRL), es decir 1.0 ul del
iniciador diluido 1:5 en agua-DEPC; 5 u! de la solucién comercial amortiguadora para ia transcriptasa
reversa 5X (GIBCO BRL); 4 ul dNTPs (mezcla de un volumen de cada dNTP de concentracién 10
mM (GIBCO BRL) y un volumen de agua-DEPC); 2.0 pl de ditiotreitol 0.1 M; 0.5 p! de ia transcriptasa
reversa del virus de la leucemia en el raton MMLV con 200 U/ul de concentracion (GIBCO BRL); 1.0
ul del inhibidor placentario de ribonucieasas con 10 U/ml de concentracion (GIBCO BRL); 2.5 pl de
agua-DEPC y dos gotas de aceite mineral (nujol), para obtener una reaccion de 20 ul de volumen
final. El programa del termobloque (Perkin-Elmer Cetus) consistié de una incubacion de 60 minutos a
42°C y de 5 minutos a 95°C. EI ADNc obtenido se diluyé con 80 ul de agua destilada desionizada
tratada con DEPC y de esta dilucion se tomaron 10 ul para cada una de las 9 reacciones de
polimerasa en cadena de 50 ul de volumen final que contenia: 5 pl de la solucién amortiguadora de
PCR 10X (GIBCO BRL), S ui de ia solucién dNTPs preparada como se menciond anteriormente, 2 pl
de formamida, 20 ul de agua-DEPC, 2 ul de una solucion 50 mM de cloruro de magnesio, 3 pi del
iniciador sentido y 3 ul del anti sentido de concentracién 30 pM (ver Tabla 2) y 0.4 ul de ADN

palimerasa de Thermus aquaticus a una concentracion $ U/ul (GIBCO BRL).



TABLA 2

Oligonucleétidos empleados en la reaccién de polimerasa en cadena

CITOCINA SECUENCIA SENTIDO SECUENCIA ANTI- TAMANO DEL
SENTIDO AMPLICON
5' 3 s’ 3 pb
p2- CCAGCAGAGAATGGAAAGT | GATGCTGCTTACATGTCTC 268
microglobulina {C G
iL-1p GGATATGGAGCAACAAGTG | ATGTACCAGTTGGGGAACT 263
G G
iL4 TGCCTCCAAGAACACAACT | AACGTACTCTGGTTGGCTT 224
G C
L8 TCAATGAGGAGACTTGCCT | GATGAGTTGTCATGTCCTG 260
G C
1IL-8 TTGGCAGCCTTCCTGATT |[|AACTTCTCCACAACCCTCTG 247
IL-10 AAATTTGGTTCTAGGCCGG | GAGTACAGGGGCATGATAT 264
G [}
IL-13 0 NC30 GAGTGTGTTTGTCACCGTT |TACTCGTTGGCTGAGAGCT 253
G G
TNF-a ACAAGCCTGTAGCCCATGT | AAAGTAGACCTGCCCAGAC 427
T T
TGF-1 TTTCGCCTTAGCGCCCCAC | TCCAGCCGAGGTCCTTGCG | No determinado
) TG G

E! programa del termociclador (Perkin-Elmer Cetus) utilizado, consistié de un ciclo de 94°C por 5
minutos, 57°C por un minuto, 72°C por un minuto; 28 ciclos de 84°C por un minuto, 57°C por un
minuto, 72°C por un minuto y un ciclo de 94°C por un minuto, §7°C por un minuto, 72°C por 5
minutos. Los productos de ia PCR se corrieron en geles de agarosa al 1% (SIGMA) en TBE 0.5X con
bromuro de etidio (ver apéndice) a 80 V durante 1 hora, se observaron en un transiluminador

(Bio/CAN Scientific) y se fotografiaron.

TRANSCRIPCION REVERSA Y PCR CUANTITATIVA (Becker-Anoré M, et al, 1989; Bouaboula M, et
al, 1992; Chelly J, et al, 1990, Deutsch ML, et al, 1990; Gilliland G, et al, 1990, Raeymaekers L., 1994;
Wang AM, et al, 1989). Para determinar el nimero de los ARNm que codificaban para la IL-8 y la

IL-10 en las muestras de los individuos controles no inflamatorios, controles inflamatorios y pacientes



con AR, el ARN total aislado de cada muestra se coretrotranscribio junto con la ribosonda de ARNc

del plasmido pQB2 (Figura 1).

FIGURA 1. El plasmido pQB2 es un ARN con arreglo lineal de muiltiples genes blanco en cuya
secuencia se encuentra el promotor T7, una region con secuencias sentido para las citocinas seguida
de una secuencia de union (linker) de 21 pb, una region antisentido para la citocinas y una zona de
poliadenilacion. El tamario del amplicn obtenido de este plasmido es de 388 pb.
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Para la coretrotranscripcion se mezciaron en la misma reaccion el ARN de la muestra (0.5 a 1.0 ng/ul)
con una cantidad especifica de ARNc del plasmido (1.0 pl) cuya concentracion variaba de 0.1 pg
hasta 0.015 fg, se empled como iniciador universal el Oligo{dT 2.1s) ¥ 1as condiciones de la reaccion
se llevaron a cabo bajo [as mismas especificaciones mencionadas previamente. Una vez obtenido el
ADNCc, éste se amplificd por PCR con los iniciadores especificos (descritos arriba) para la IL-8 o la
IL-10, ademas se utilizé como control estructural y del grado de inflamacion el gen para la p2-
microgrobulina, de expresion constitutiva. El programa del termociclador (Perkin-Elmer Cetus)
empleado, consistio de un ciclo de § minutos a 94°C, un minuto a 57°C, un minuto 30 segundos a
72°C; 33 ciclos de un minuto a 94°C, un minuto a 57°C, un minuto 30 segundos a 72°C y 1 ciclo de un
minuto a 94°C, un minuto a 57°C y 7 minutos a 72°C.

Con el amplificado se cormié un gel de agarosa al 1% en TBE 0.5X con bromuro de etidio (ver
apéndice) a 100 V durante 60 minutos, donde cada camil contenia de 7 a 15 pl del producto de la
PCR y de 5 a 10 ul del amortiguador de carga. El ge! visto en un transiluminador debia presentar dos
bandas por camil (una superior que correspondia al ADNc del plasmido y otra inferior que
correspondia al ADNc de la citocina a investigar en la muestra), si solo se observaba la banda
superic’, indicaba que el gen que codifica para la citocina no se encontraba expresado. Finalmente se
tomo una fotografia del gel, se usé un rollo Polaroid 667 (tiempo de exposicion de 10 seg) y se reveld
el negativo, al que se le realiz6 una densitometria, del analisis de ésta se obtuvo un histograma
bimodal en cada camil de dos bandas, del cual se generd {a relacion plasmido/muestra al medir la

altura de cada pico:

Relacién plasmido/muestra = cm altura del pico del plasmido/cm altura del pico de la muestra

de dicha relacion se tomaron como validos los cocientes entre 0.8 a 1.3 cm, si los valores se
encontraban por debajo o por amriba de los anteriores se procédi& a modificar la concentracion del
plasmido o del ARN de la muestra, hasta obtener un cociente aproximado de uno. Asi, el calculo del

namero de moléculas de la f2-microglobutina, la IL-8 y la IL-10 se realizé de Ia siguiente manera:



Si: 1 mol = Peso molecular (g)

Peso molecular (g/mol) = Numero de Avogadro
Numero de Avogadro = 6.023 X 10°* moléculas/mol
1 mol = Numero de Avogadro
Num. de pb del plasmido = 388 pb
Peso molecular promedio de una base = 300 g/mol
Numero de bases nucleotidicas = 2

388 pb X 300 g/mol X 2 bases 232800 g/mol X 10" pglg = 2.328 X 10" pg/mol
Para calcular el numero de moléculas del ARNm :
2.328 X 10" pg 6.023 X 10%® moléculas

pgdel plasmido ____ X

Factor = 6.023 X 10° moléculas / 2.328 X 107 pg = 2 587 199.313 moléculas/pg

Factor = 2 587 199.313 moléculas/pg

Asi para obtener el nimero de moléculas de ARNm:
Factor (moléc/pg) X pg del plasmido = Numero de transcritos para la citocina 6

2 587 199.313 moléc/pg X pg del plasmido = Numero de transcritos para !a citocina.

DETECCION DE LA IL.-10 POR ELISA. Los niveles de la IL-10 en el suero de la sangre periférica del
grupo control no inflamatorio e inflamatorio y de los pacientes con AR, se cuantificaron con un equipo
obtenido comercialmente para ELISA en sandwich (INNOTEST™, Francia). Et procedimiento
consislié en incubar 100 pl de suero de cada muestra con el anticuerpo (Ac) anti IL-10 biotinado en
los pozos de una placa sensibilizada con un Ac anti IL-10 por 2 horas a 37°C, durante la primera
incubacion el Ac anti IL-10 adherido a la placa y el anti IL-10 biotinado se unieron a la IL.-10 del suero
en diferentes sitios, después se elimind el exceso del Ac biotinado y se agregd el complejo
estreptavidina-peroxidasa que se incub6 durante 45 minutos a 37°C y finalmente se le adicionoé el

sustrato o cromogeno que se incubé por 30 minutos en completa obscuridad. La intensidad del color



medida a 450 nm en un lector de ELISA fue directamente proporcional a la concentracion de IL-10
presente en la muestra. La sensibilidad de la ELISA era < § pg/mi. El equipo no presenta reactividad

cruzada con la IL-1a, la HL-1p, la IL-2, la IL-6 & el TNF-a.

INMUNOHISTOLOGIA PARA LA DETECCION DE LA IL-8 Y LA IL-10. Se realizd en cortes por
congelacion de 4 a 6 um de espesor de las membranas sinoviales de los grupos control no
inflamatorio, inflamatorio y de los pacientes con AR. Las secciones del tejido una vez cortadas y
colocadas scbre portaobjelos recubiertos con silano, fueron fijadas en acetona a -20°C durante 3
minutos. La actividad de la peroxidasa gnddgena se eliminé al incubar los tejfidos con una solucion de
peroxido de hidrogeno al 3 % (ver apéndice) durante 15 minutos, después se lavaron con PBS 0.01
M, pH 7.2 para detener la reaccion. Los sitios del pegado inespecifico fueron bloqueados con
albumina de huevo al 1% (SIGMA) durante 30 minutos a temperatura ambiente en una camara
humeda. Después, los tejidos se incubaron durante 1 hora con el Ac primario, una inmunoglobulina
policlonal anti IL-8 de clase igG preparada en conejo {PeproTech Inc., NJ) a una concentracion de 20
ug/mt o un Ac monocional anti IL-10 de clase 1gG preparado en ratén a una concentracién de 20
rg/ml en PBS-albimina. Posteriormente las laminillas se sometieron a 3 lavados de 3 minutos cada
uno con PBS 0.01 M, pH 7.2 y en agitacion suave. Como Acs secundarios se emplearon una IgG anti
inmunoglobulina de conejo preparada en chivo, conjugada con biotina (SIGMA) diluida 1:20 en PBS-
albumina o una IgG anti inmunoglobulina de ratén biotinada preparada en cabalio (VECTASTAIN Elit
ABC kit, Vector Lab, CA), los tejidos se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en una
camara humeda. Las laminillas se favaron 3 veces durante 3 min cada uno con PBS y en agitacion
suave. A continuacion se empled el complejo estreptavidina-peroxidasa diluido 1:20 en PBS-
albumina (SIGMA), con el que se incubo durante 1 hora a temperatura ambiente. Las laminillas se
lavaron nuevamente y la reaccion se visualizd incubando fos tejidos durante 10 minutos con una
solucién de diaminobencidina (ver apéndice) que produce un preci}aitado color sepia en las regiones
inmunorreactivas. Para detener la reaccion, las laminillas se sumergieron en agua destilada, se
contratifieron con hematoxilina de Harmis durante 10 minutos, se viraron con una solucion de
carbonato de litio y finalmente se montaron con balsamo de Canada. Durante el ensayo se corrieron

un control negativo en el que se sustituyo el primer Ac por uno no relacionado (suero normal de



humano diluido 1:100) y un blanco de reactivos en el que se reemplaz6 el Ac primario por albumina
de huevo al 1% en PBS 0.01 M, pH 7.2. La evaluacion de los tejidos corespondio al promedio de dos
a tres cortes seriados de cada una de las sinovias, donde se cuantificé el numero de las células

inmunorreactivas/campo a 100 aumentos en un Microscopio Zeiss.

INMUNOHISTOLOGIA PARA LA DETECCION DE LAS MOLECULAS DE ADHESION VCAM-1 E
ICAM-1. Se realizd en las mismas condiciones mencionadas anteriormente, solo que para la
identificacion de las moléculas de adhesion se emplearon los siguientes Acs: una inmunoglobulina
monoclonal de tipo IgG/k preparado en ratén anti VCAM-1 o ICAM-1 humanas (GENZYME) a una
concentracion de 50 pg/ml. Como Ac secundario se utilizé una 1gG anti inmunoglobulina de ratén
preparada en conejo y conjugada con peroxidasa (DAKO) a una concentracion de 1.3 gA (dilucion
1:100). La evaluacién de los cortes comespondio al valor promedio de dos a tres cortes seriados de
cada tejido, cuantificando el nimero de los Més inmunorreactivos/campo y el de las células

endoteliales inmunomeactivas/campo.

EVALUACION MICROSCROPICA DEL NUMERO DE VASOS SANGUINEOS. De cada paciente se
estudié un minimo de 2 diferentes cortes de la membrana sinovial. La proliferacién vascular
(neovascularizacion) se determiné cuantificando el nimero de vasos sanguineos en tejidos teiidos

con hematoxilina a 400 X. Los resultados se expresaron como promedios.

ANALIS!S ESTADISTICO. Las asociaciones entre los grupos de variables cuantificables fueron

determinadas por la prueba de Mann-Whitney.
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8. RESULTADOS

PERFIL DE CITOCINAS. El andlisis de! perfil de las citocinas de las CMNSP (Tabla 3) mostr6 que el
100% de los individuos control no inflamatorio, expresaron todos los ARNm para las citocinas
investigadas, a excepcion del transcrito para la {L-13 que se encontré en el 80% de la poblacion,
mientras que en los pacientes con AR los ARNm para la IL-18, la IL-6, 1a IL-8, 1a IL-10, el TNF-a y e!
TGF-B1 se expresaron tnicamente en el 75% de la poblacion; los de la iL-4 en el 25% y los de la

IL-13 en el 50% de las muestras.

TABLA 3.

Perfil del citocinas con el ADNc de CMNSP para:

*‘GPS p2pglo- | IL-1p L4 IL6 IL-8 IL-10 IL-13 | TNF-a | TGF$1
bulina

CTRLNo i1 + + + + + + + + +
CTRLNOI2 + + + + + + + + +
CTRL Noi 3 + + + + + + + + +
CTRLNo 4 + + + + + + + + +
CTRLNo IS + + + + + + - + +
CTRL1I1 + + + + + + - + +
CTRLI2 nr ar nr nr nr nr nr nr nr
CTRL I3 nr nr nr nr nr nr nr nr nr
CTRL 1 4 nr nr nr nr nr nr nr nr nr
CTRLIS + + + + + - - - -
AR 1 + + - + + + - + +
AR 2 nr nr nr nr nr nr nr nr nr
AR3 + + - + + + + + +
AR 4 + + + + + + + + +
AR 5 + - - - + - - - -

*GPS: Grupos. p2-pglobulina: p2-microglobulina. CTRL No I: Control no inflamatorio. CTRL I: Control

inflamatorio. AR: Paciente con artritis reumatoide. nr: no realizado.



Por otro lado, en la membrana sinovial se hallé un patron de frecuencia de la expresion de los ARNm,
distinto al encontrado en las CMNSP (Tabla 4). Asi, los resultados observados en el grupo control no
inflamatorio mostraron que los transcritos para la iL-6, la IL-10 y el TGF-$1, se expresaron en el 80%
de fas muestras, mientras que los de la IL-1p sélo en el 40%, los del TNF-a en el 20% y los de la IL-4,
la IL-8 y la IL-13 no se expresaron en ninguna de las muestras. En los controles inflamatorios se
determind que el 100% de la poblacién presentaban el ARNm para el TGF-p1; el 80% paralaIL-6y la
1L-10; el 20% para la IL-1f3, el TNF-a y la IL-8 y los transcritos paralail-4 y Ia IL-13 no se expresaron
en ninguna de las muestras. Cabe sefialar que tanto para el grupo control no inflamatorio como en el
inflamatorio, no se expresaron los ARNm para la IL-4 y |a [L-13, mientras que los transcritos para la
IL-8, el TNF-a y la IL-1p se encontraron con baja frecuencia en esta poblacion de estudio. En los
pacientes con AR se observo que el 100% expresaron los ARNm para la IL-10 y el TGF-B1, mientras
que el 60% para la IL-8 y el TNF-a; el 40% para la IL-18 y la IL-6, sin embargo tampoco se
observaron los ARNm paralaiL-4ylailL-13.

TABLA 4

v

Perfil de citocinas con el ADNc de membrana sinovial para:

*GPS p2uglo- | IL-1p | IL4 ] IL6 { IL-8 | IL-10 | IL-13 | TNFa | TGF-31

bulina ]
CTRLNo I 1 + + - + - + - + +
CTRL No 12 + - - + - + - - +
CTRLNo 13 + - - - - - - - -
CTRLNo 4 + + - + - + - - +
CTRLNoIS + - - + - + - - +
CTRLI1 + - - + - + - N +
CTRLI12 + - - - - - - - -
CTRLI3 + + - + + + - + +
CTRL 4 + - - + - + - N Y
CTRLIS + - - + - + - - +
AR 1 + + - + + + - + +
AR2 + - - - + + - + +
AR3 + - - - - + - - +
AR 4 + + - + + + - + +
AR S + - - - + - - +

*GPS: Grupos. f2-uglobulina; p2-microglobulina. CTRL No I: Control no inflamatorio. CTRL |: Control

inflamatorio. AR: Paciente con artritis reumatoide.



CUANTIFICACION DE LOS ARNm PARA LA IL-8 Y LA IL-10. Los ARNm se cuantificaron con la
técnica de PCR cuantitativa o competitiva, que consistié en coretrotranscribir el ARN extraido de las
muestras y el del plasmido pQB2 que contiene las secuencias sentido (5' - 3') y antisentido (3' - 5') de
fas citocinas a investigar y que funciona como un estandar intemo a una concentracion conocida. Con
el ADNc se realizé una reaccion de polimerasa en cadena; el amplificado se comio en un gel de
agarosa y se fotografid. Por la densitometria del negativo de ia fotografia y a través del uso de
factores de conversion se obtuvo la concentracién de los ARNm para la citocina en la muestra (Tabla
5). Los resultados obtenidos mostraron que, el nivel de los transcritos para la IL-8 de las CMNSP en el
grupo de los controles no inflamatorios era mayor que en el grupo de los pacientes con AR, lo cual
fue estadisticamente significativo (p=0.06). Sin embargo cuando se compararon los niveles del
ARNmM para la IL-10 de las CMNSP entre el grupo control no inflamatorio y el de pacientes con AR no
se encontrd una diferencia estadisticamente significativa (Figura 2). Por otro lado, en la membrana
sinovial del grupo de individuos control no inflamatorio no se encontraron transcritos para la IL-8,
mientras que en el de los pacientes con AR los niveles fueron muy elevados {p=0.05), asimismo el
numero de transcritos para la IL-10 en el grupo de pacientes con AR fueron mayores que los det
grupo control no inflamatorio (p=0.028 Figura 3). Al comparar los niveles de ARNm para la IL-8 y la
IL-10 en las CMNSP y la membrana sinovial del grupo control no inflamatorio y del inflamatorio, no se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas. Cabe sefalar que el nimero de transcritos para
la IL-8 en las CMNSP de los pacientes con AR, fue del orden de O a 1400, mientras que los de IL-10
fueron de 0 a 170 000 ARNm y que los transcritos para la IL-8 en membrana sinovial fueron de 0 a
2 500 mientras que los de la IL-10 fueron hasta de 6 500 000, lo que mostrd que los niveles de ARNm
paralaiL-8 y lalL-10 en las CMNSP y la membrana sinovial en el grupo de pacientes con AR, fueron
siempre mayores que los del grupo control no inflamatorio, guardando una proporcion de 100 a 1000

veces mayor respectivamente.
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TABLA 5,

Cuantificacién de transcritos para IL-8 e IL-10

GPOS CMNSP MEMBRANA
SINOVIAL
82. ARNmM ARNm para 82- ARNm para| ARNm para
uglobulina* para iL-10* uglobulina® iL-8* iL-10*
iL-8*
CTRL No | 42205+1778 | 1159+104 | 131008425563 | 34604972 0+0 129520452350
I

CTRL! 7071+2018 | 1001+779 ! 126126+42042 | 4800+1881 1+1 1.49¢6+1.25e6
AR 26939+7788 | 412+ 294 | 93693+43708 { 6012+1732 507+504 ] 2.00e6+1.20e6

*Promedio grupal de los valores numeéricos de los niveles de ARNm cuantificados + emor estandar.
CTRL No I: grupo control no inflamatorio. CTRL I: grupo control inflamatorio. AR: grupo de pacientes
con artritis reumatoide. e = 10°.
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FIGURA 2. Cuantificacion de los transcritos en CMNSP. Las columnas 1, 4 y 7 representan el
promedio del valor numérico + error estandar del grupo control no inflamatorio. Las columnas 2, §
y 8 corresponden a los valores promedio de! grupo control inflamatorio. Las columnas 3, 6 y 9 se
refieren al grupo de pacientes con AR. 32uGLOBULINA: transcritos para f}2-microglobulina. *p =
0.08 comparando el grupo de controles no inflamatorios vs el de pacientes con AR. **p = 0.06
comparando el grupo de pacientes con AR vs el grupo de controles no inflamatorios.



CUANTIFICACION DE ARNm
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FIGURA 3. Cuantificacion de los transcritos en membrana sinovial. Las columnas 1, 4 y 7 representan
el promedio del valor numérico + emor estandar del grupo control no inflamatorio. Las columnas 2,
5y 8 corresponden a los valores promedio del grupo control inflamatorio. Las columnas 3,6y 9 se
refieren al grupo de pacientes con AR. f2uGLOBULINA: transc.'('itos para f2-microglobulina. *p =
0.05 y **p = 0.028 comparando el grupo control no inflamatorio vs el de pacientes con AR.
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INMUNOHISTOLOGIA PARA LA IL-8 Y LA IL-10. En ambos ensayos se utilizo ia técnica de biotina-
avidina-peroxidasa, que amplifica de 5 a 10 veces la inmunoreaccion, lo cual permitié identificar
claramente fas células positivas o inmunorreactivas de las que no o eran. Para obtener los resuitados
se procedio a cuantificar el nimero total de céiulas inmunorreactivas al Ac primario (policlonal anti IL-
8 0 monocional anti 1L.-10), en dos o tres cortes de cada uno de los tejidos; el valor obtenido se dividid
entre el niumero de campos totales observados a 100X y los resultados se expresaron como
promedios (Tabla 6). Histologicamente se observo que la IL-8 fue producida principalmente por los
M¢s de ilos infiltrados inflamatorios, por Ias células endoteliales en forma muy abundante, por los
fibroblastos y en menor grado por los linfocitos (Figura 4), lo que manifiesta la participacion de otras
células ademas de los M¢s en el desarrollo de la sinovitis. Esta citocina se presentd casi
exclusivamente en los pacientes con AR, ya que en el grupo control no inflamatorio, solamente se
encontré un individuo que presentaba inmunorreactividad al Ac. Los niveles de proteina fueron
significativamente mas altos en el grupo de los pacientes con AR que en el del control no inflamatorio
(p=0.05). Por otra parte, la IL-10 fue producida por los Mé¢s y los linfocitos de los infiltrados
inflamatorios (Figura 5), encontrandose que en los pacientes con AR la cantidad de células

inmunorreactivas fue mayor que en los grupos control inflamatonio y no inflamatorio (Figura 6).

TABLA 6

inmunohistologia para laIL-8 y la IL-10

GRUPOS 1L-8* IL-10"

CONTROL NO INFLAMATORIO | 00.00 + 0.00 | 01.016 + 0.464

CONTROL INFLAMATORIO 04.48 + 4.48 | 02.048 + 1.158

PACIENTES CON AR 10.35+ 5.42 { 10.210 + 8.149

*Promedio grupal de las células inmunomreactivas por campo (n = 2 6 3) + emor estandar.
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FIGURA 4
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Cortes por congelacion de la membrana sinovial con la
técnica de inmunoperoxidasa (sistema avidina-biotina-
peroxidasa), empleando como Ac primario una IgG
anti IL-8. 1: Blanco de reactivos (640X). 2: Corte del
control no inflamatorio 2; M¢s (m) y celulas
endoteliales (e) no inmunorreactivas al Ac. 3: M¢s (m),
célula endotelial (e), fibroblasto (f) y linfocito (lo) en un
corte del control inflamatorio 3 (500X). 4: M$s (m) y
células endoteliales (e) del paciente AR 2
inmunorreactivas (500X). 5: M¢s (m) en un corte del
paciente AR4 que presentan inmunorreactividad al Ac
(500X).
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Cortes por congelacion ae ta memorana sinovial con la
técnica de inmunoperoxidasa (sisterna avidina-biotina-
peroxidasa), empleando como Ac primario una IgG
anti IL-10. 6; M¢s (m) en un corte de membrana del
control  no  inflamatorio 4 que  presenta
inmunorreactividad al Ac (500X). 7: M$s (m) en un
corte del control inflamatoric 3 que presenta
inmunorreactividad (640X). 8: M¢s (m) en un corte de
membrana del contro! inflamatorio 5 (640X). 9: M¢s
{m) y linfocitos (lo) en un corte del paciente AR 2
(640X). 10: M¢s (m) y linfocitos (lo) en un corte del
paciente AR 4 (640X).
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FIGURA 6. Inmunohistologia con el sistema de bictina avidina-peroxidasa en cortes de membrana
sinovial. Las columnas 1 y 4 representan el promedio del valor numérico + eror estandar del grupo
control no inflamatorio. Las columnas 2 y § corresponden a los valores promedio del grupo control
inflamatorio. Las columnas 3 y 6 refieren al grupo de pacientes con AR. *p = 0.05 comparando el
grupo control no inflamatorio vs el de pacientes con AR.
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SEMICUANTIFICACION DE LOS TRANSCRITOS PARA EL TGF-§1. La PCR semicuantitativa para
determinar los ARNm consistié en realizar una densitometria de los negativos obtenidos del perfil de
las citocinas empleando coma control intemo a la 32-microglobulina. Con fos valares de las jecturas
se obtuvo el cociente que comespondia a la fectura de la banda del TGF-f1 entre lade ia
p2-microglobulina. Los resultados encontrados no mostraron diferencias significativas en los niveles
de los transcritos entre los tres grupos de estudio tanto en las CMNSP (Tabla 7) como en la

membrana sinovial (Tabla 8).

TABLA 7

Semicuantificacién de transcritos para et TGF-81 en fas CMNSP

GRUPOS PROMEDIO* | ERROR ESTANDAR
CTRL NO INFLAMATORIO 0.7846 0.0682
PACIENTES CON AR 0.6325 0.1374

CTRL NO INFLAMATORIO: grupo control no inflamatorio. *Promedio de los cocientes (TGF-p1 /7 2-

N

microglobutina).

TABLA 8

Semicuantificacion de transcritos para el TGF1 en la membrana sinovial

GRUPOS PROMEDIO* | ERROR ESTANDAR
CTRL NO INFLAMATORIO 0.4218 0.1285
CTRL INFLAMATORIO 0.2782 0.0931
PACIENTES CON AR 0.4748 0.2039

CTRL NO INFLAMATORIO: control no inflamatorio. CTRL INFLAMATORIO: control inflamatorio.
*Promedio de los cocientes (TGF-31/p2-microglobutina).

37



SEMICUANTIFICACION DE
TGF—g1

1.0 +
0.8 - I
o
!
Lo
2 06+
<L
x
<t
(AR
£ 04k
g
< |
i
1
0.2+
|
OO L.
C

CNINSP

FIGURA 7. Semicuantificacion de los transcritos para el TGF-p1. Las columnas 1 y 3 representan e!
promedio del valor numérico + el emor estandar del grupo control no inflamatorio. La columna 4
comresponde al valor promedio + error estandar del grupo control inflamatorio. Las columnas 2y §
se refieren al grupo de pacientes con artritis reumatoide.
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INMUNOHISTOLOGIA PARA LAS MOLECULAS DE ADHESION VCAM-1 E ICAM-1. Se realizd un

analisis histologico del grado (escaso, ligero o leve, moderado y abundante) y tipo del infiltrado

inflamatorio [perivascular o intersticial; agudo (predominantemente de células polimorfonucleares) o

cronico (predominantemente de células mononucleares)] en los cortes que se emplearon para la

inmunohistologia (Tabla 9) y se encontro que los infiltrados en las sinovias de los individuos control

no inflamatorio en general eran escasos, de tipo perivascular y/o intersticial y en su mayoria

constituidos por CMNs y polimorfonucleares, mientras que los de los controles inflamatorios y de los

pacientes con AR variaban desde leves hasta abundantes y estaban constituidos principalmente por

CMNSs.
TABLA 9

GRUPOS

CARACTERISTICAS DEL INFILTRADO

CONTROL NO INFLAMATORIO

Escasos infiltrados inflamatorios de tipo intersticial diseminado,

1 predominantes en CMNs con algunos neutrofilos.

CONTROL NO INFLAMATORIO | Escasos infiltrados inflamatorios de tipo perivascular, constituidos
2 por polimorfonucleares, Mos y Mé¢s.

CONTROL NO INFLAMATORIQ [ Leves infiltrados inflamatorios de CMNSs de tipo perivascular.
3

CONTROL NO INFLAMATORIO | Ligeros infiltrados inflamatorios de tipo perivascular, compuestos
4 de CMNs, basicamente por M¢s y monocitos.

CONTROL NO INFLAMATORIO | Moderados infiltrados intersticiales difusos constituidos por CMNs
5 y porlimorfonucieares.

CONTROL INFLAMATORIO 1

Infiltrados inflamatorios leves, de tipo intersticial, constituidos
basicamente de CMNs .

CONTROL INFLAMATORIO 2

Infiltrados inflamatorios perivasculares moderados, compuestos
principalmente de CMNs.

CONTROL INFLAMATORIO 3

Abundantes infiltrados inflamatorios de tipo intersticial,
predominantes en CMNs, principalmente de M¢s y linfocitos.

CONTROL INFLAMATORIO 4

Ligeros infiltrados inflamatorios de tipo pefivascular, compuestos
de CMNs, basicamente Més y linfocitos.

CONTROL INFLAMATORIO §

Infiltrados inflamatorios moderados de CMNs de lipo Més y
linfocitos. Se observaron células gigantes alrededor de los vasos
sanguineos de pequefio calibre ademas se encontraron algunos
neutrofilos.

AR 1 Ligeros infiltrados inflamatorios de tipo intersticial constituidos de
CMNs.

AR 2 Abundantes infiltrados inflamatorios de tipo perivascular e
intersticial, constituidos de CMNs. Ademas se observaron
cantidades abundantes de M¢s, Mos y linfocitos activados.

AR 3 Escasos infiltrados inflamatorios de tipo perivascular, compuestos
de CMNs, predominantes en Més.

AR 4 Abundantes infiltrados de Més y linfocitos, localizados intersticial y
perivascularmente. Se observaron pocos neutrofilos y Més
activados. Se encontraron células gigantes abundantes.

AR S No se observaron infiltrados inflamatorios. El tejido es de tipo

fibroso, por lo que la densidad de la poblacion celular es baja.
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Por lo que respecta a las moléculas de adhesion, se encontro que ICAM-1 fue significativament.. 1as
abundante en las células endoteliales de los pacientes con AR que en los grupos controles no
inflamatorio e inflamatorio (p = 0.007 y p = 0.009, respectivamente. Tabla 11), también se observd
que la comparacion del grupo control no inflamatorio con el inflamatorio reflejaba una cantidad
significativamente mayor de células inmunomeactivas en éste Ultimo (p = 0.058. Tabla 17). Por otra
parie en el grupo de pacientes con AR, se evidencio una profusa cantidad de Mé¢s inmunorreactivos
con respecto a los grupos control no inflamatorio e inflamatorio (p = 0.005 y p = 0.009,
respectivamente), no hallandose diferencias significativas entre el grupo control no inflamatorio e
inflamatorio (Tabla 10).

Asimismo, el analisis de las células endoteliales inmunormreactivas al anticuerpo anti VCAM-1, mostro
que esta molécula era mas abundante en los grupos control inflamatorio y de los pacientes con AR
comparados contra el de individuos control no inflamatorio (p = 0.05 y p = 0.026, respectivamente.
Tabla 11). Un patron de respuesta similar se encontrd al analizar el nimero de los M¢s positivos al
Ac, ya que éstos fueron significativamente mas abundantes en el grupo de pacientes con AR y controt
inflamatorio con respecto al grupo control no inflamatorio (p = 0.007 y p = 0.008, respectivamente.

Tabla 10). No se observaron diferencias significativas en la expresion de VCAM-1 en los M¢s y en las

células endoteliales de los grupos control inflamatorio y de pacientes con AR.

TABLA 10

Valores promedio de los Més inmunorreactivos/ campo

ICAM-1 VCAM-1
GRUPO PROMEDIO | “ES p PROMEDIO *ES p
CONTROL NO 0.000 0.000 j Noinf vs AR 0.080 0.080 | Noinfvs AR

INFLAMATORIO p=0.0053 p=0.0071

CONTROL 0.092 0.057 inf vs AR 0.184 0.0642 Inf vs AR
INFLAMATORIO p=0.0090 p=0.0082
PACIENTES CON 5.794 4.356 6.770 5.463

AR

*ES: error estandar. No inf: grupo control no inflamatorio, Inf: grupo control inflamatorio, AR: grupo de

pacientes con artritis reumatoide.
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TABLA 11

Valores promedio de las células endoteliales inmunorreactivas/campo.

ICAM-1 VCAM-1
GRUPO PROMEDIO | *ES p PROMEDIO | *ES p
CONTROL NO 0.034 0.034 | Noinf vsinf 0.040 0.025 | Noinf vsinf
INFLAMATORIO =0.0582 p=0.0524
CONTROL 0.254 0.090 Inf vs AR 0.348 0.160
INFLAMATORIO p=0.0090
PACIENTES CON AR 2.844 1.062 | Noinf vs AR 2.242 1.395 | Noinf vs AR

*ES: error estandar. No inf: grupo control no inflamatorio, Inf: grupo control inflamatorio, AR: grupo de

pacientes con artritis reumatoide.
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FIGURA 8
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Técnica de inmunoperoxidasa para detectar la
molécula de adhesion ICAM-1. 1: M¢s (m) y células
endoteliales (e) no inmunorreactivas al Ac, en un
corte de membrana del control no inflamatorio 2
(800X). 2: células endoteliales (e) y M¢s (m) no
inmunorreactivos al Ac, en un corte del control
inflamatorio 3 (B0OX). 3. Mé¢s (m) y células
endoleliales (e) inmunorreactivas, en un corte de
membrana del paciente AR 4 (600X). 4: M¢s (m) y
células endoteliales (e¢) inmunorreactivas, en un corte
de membrana del paciente AR 2 (640X).

FIGURA 9

Técnica de inmunoperoxidasa para detectar la
molécula de adhesion VCAM-1. 5: Mds (m) y células
endoteliales (e) no inmunorreactivas al Ac, en un
corte de tejido del control no inflamatorio 2 (800X). 6:
Més (m) y células endoteliales (e) no
inmunorreactivas al Ac, en un corte de membrana
del control inflamatorio 3 (800X). 7: M¢s (m) y
células endoteliales (e) inmunorreactivas, en un corte
de membrana del paciente AR 4 (640X). 8: M¢s (m) ¥
células endoteliales (e) inmunorreactivas, en un corte
de membrana del paciente AR 2 (500X).
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INMUNOHISTOLOGIA
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FIGURA 10. Inmunohistologia con el sistema de peroxidasa en cortes de membrana sinovial. Las
columnas 1 y 4 representan el promedio del valor numérico + emor estandar del grupo contro! no
inflamatorio. Las columnas 2 y § comresponden a los valores promedio del grupo control
inflamatorio. Las columnas 3 y 6 se refieren al grupo de pacientes con AR. *p = 0,05 comparando
el grupo control no inflamatorio vs el inflamatorio. *p = 0.007 cuando se comparé el grupo control no
inflamatorio vs el de pacientes con artritis reumnatoide. °p = 0.009 comparando el grupo control
inflamatorio vs el de pacientes con artritis reumatoide. *p = 0.05 cuando se comparé el grupo control
no inflamatorio vs el inflamatorio. %p = 0,026 comparando el grupo control no inflamatorio vs el de

pacientes con artritis reumatoide.
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FIGURA 11. Inmunohistologia con el sistema de peroxidasa en cortes de membrana sinovial. Las
columnas 1 y 4 representan el promedio de! valor numérico + error estandar del grupo control no
inflamatorio. Las columnas 2 y § comesponden a los valores promedio del grupo control
inflamatorio. Las columnas 3 y 6 se refieren al grupo de pacientes con AR. *p = 0.005 comparando
el grupo control no inflamatoric vs el de pacientes con artritis reumatoide. *p = 0.009 cuando se
comparé el grupo control inflamatorio vs el de pacientes con artrtis reumatoide. °0 = 0.007
comparando el grupo control no inflamatorio vs el de pacientes con artritis reumatoide. *p = 0.008
cuando se comparo el grupo control inflamatorio vs el de pacientes con artritis reumatoide.



EVALUACION MICROSCOPICA DEL NUMERO DE VASOS SANGUINEOS. Por lo que respecta a la
cuantificacion de los vasos sanguineos que se realizd en 2 6 3 cortes de la membrana sinovial a
400X, se encontraron diferencias en la proliferacion vascular o neovascularizacion ya que la
comparacion de la evaluacion del nimero de vasos sanguineos entre los grupos de estudio presenté
una tendencia significativa (p = 0.07) entre los valores del grupo control no inflamatorio y el de

pacientes con AR.

TABLA 12

Evaluacién microscdpica de los vasos sanguineos

GRUPO PROMEDIO/CAMPO | ERROR ESTANDAR
CONTROL NO INFLAMATORIO 8.08 1.36
CONTROL INFLAMATORIO 11.88 2.66
PACIENTES CON AR ‘ 16.1 4.46
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FIGURA 12. CTRL NO INF: Grupo control no inflamatorio. CTRL INF: Grupo contro! inflamatorio. AR:
Grupo de pacientes con artritis reumatoide. *p = 0.07 cuando se compar0 el grupo de pacientes con
AR vs el control no inflamatorio.
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9. DISCUSION

Estudiamos la expresion de los ARNm para las diferentes citocinas pro y anti inflamatorias en las
CMNSP y la membrana sinovial de los pacientes con AR de evolucion temprana. Encontramos que el
patron de expresion en ambos compartimientos fue diferente ya que en la membrana sinovial de
nuestros tres grupos de estudio, 105 ARNm se expresaron con menor frecuencia que en las CMNSP.
En la membrana sinovial de los pacientes con AR, la frecuencia de expresion de los transcritos para
la IL-1B, la iL-6, la IL-8, la IL-1C, el TNF-a y el TGF-B1 sugiere que in situ existe una intensa
activacion celular, que la correlaciona con fo hallado en investigaciones previas (Chen E, et al, 1993;
Farahat MN, et al, 1993; Chu CQ, et al, 1992; Holt Y, et al, 1992; Firestein GS, et al, 1990; Keyszer
GM, et al, 1994). Sin embargo, es importante mencionar que: a) el porcentaje de las membranas
sinoviales de los pacientes con AR que expresaron los transcritos para la IL-1p y la IL-6 fueron
claramente mas bajos que los reportados en la literatura (Chen E, et al, 1993; Chu CQ, et al, 1992;
Hott Y, et al, 1992, Firestein GS, et al, 1990; Sack U, et al, 1993; Manicourt DH, et al, 1993), empero,
dichos resuitados han sido obtenidos de !as sinovias de pacientes en fase cronica de la enfermedad,
mientras que las nuestras pertenecen a pacientes en fase temprana o que seguramente es el reflejo
de lo obtenido; b) los datos encontrados para los ARNm del TNF-a y TGF-B1 coinciden con los
reportados (Miossec P, et al, 1990; Fava R, et al, 1989), ya que los transcritos para el TNF-a se
expresaron en la mayoria de ias muestras analizadas y los del TGF-f1 se presentaron en todos fos
individuos; ¢) no todos fos ARNm investigados fueron expresados, por ejempto el de la IL-4 y la {L-13,
siendo éste dato reportado por primera vez ya que Su presencia no se habia investigado
anteriormente en la membrana sinovial de los pacientes con AR. Este Gltimo hallazgo concuerda con
el hecho de que fa {L-13 es una cilocina liberada por las células Th2 al igual que la iL-4 y de
funciones similares a ésta (Zurawski G, et al, 1994), o que sugiere que la produccion de las citocinas
por 1as céiulas se encuentra abatida, por lo que ninguna de estas citocinas participa en el procesc anti
inflamatorio en los pacientes de evolucion temprana; d) en cuanto a los transcritos para ia IL-8, no se
detectaron en {a membrana sinovial de los controles inflamatorios y no inflamatorios, sin embargo en

el caso de los ARNm {a para IL-10 si, pero con una frecuencia menor a la de los pacientes con AR y
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e) en ia membrana sinovial del grupo control inflamatorio la frecuencia de expresion de los transcritos
fue casi idéntica a ia del grupo control no inflamatorio, ya que las unicas diferencias radicaron en el
ARNmM para la IL-1B que se expreso en el primer grupo en el 20%, y en el segundo en el 40% de los
individuos y en los transcritos para el TGF-B1 que en el pimero Se presentaron en el 100% mientras

que en el segundo en el 80% de los casos.

El analisis de los ARNm para el TGF-81 no mostro diferencias semicuantitativas entre los tres grupos
de estudio, sin embargo ofros investigadores han demosirado que este factor de crecimiento,
secretado por los M¢s principalmente, se encuentra en concentraciones elevadas en el liquido y la
membrana sinovial de los pacientes con AR en la fase cronica (Fava R, et al, 1989; Moissec P, et al,
1990). Dicha controversia se fundamenta por el hecho de que el factor liene efectos potentes y
contrarios en una gran variedad de células, por un lado participa en la reparacion tisular y por el otro
en la inflamacién, los cuales dependen de su concentracion, las condiciones del microambiente y el
estado de activacion de las células que lo producen, de ahi que quiza las diferencias en la
abundancia de fos transcritos sean minimas con respecto al grupo control no inflamatorio ya que en

nuestros pacientes el tiempo de evolucion de Ia artritis es corto.

Al cuantificar los transcritos para la IL-8 y la IL-10 una diferencia palpable entre nuestros tres grupos
de estudio fue que, Gnicamente la membrana sinovial de los pacientes con AR expreso niveles
abundantes de los ARNm para la IL-8, no asi para la IL-10, sin embargo los niveles de esta uitima,
fueron significativamente mayores en comparacion con los del control no inflamatorio, sin observar
diferencias consistentes entre el grupo control inflamatorio y el no inflamatorio; lo que sugiere que las
divergencias entre los pacientes con AR y los controles inflamalorios podrian deberse al cambio
cuantitativo y/o cualitativo o bien al nimero absoluto de células que producen estas citocinas. En las
CMNSP esta diferencia no se hizo evidente, 1o cual sugiere que lo que sucede en el torrente
sanguineo no es reflejo fiel de lo que acontece dentro de la cavidad articular y que la sinovia es el
tejido responsable del total de ARNm para las citocinas sintetizadas en la articulacién durante el inicio
de la inflamacion. Asi, la técnica de PCR cuantitativa por demas novedosa, nos permitio (a diferencia

de ofros estudios publicados previamente en los que se semicuantifican algunos transcritos) [Firestein

48



GD, et al, 1990; Cush J, et al, 1995] evaluar con certeza las diferencias cuantitativas en la produccion

de jos ARNm entre los pacientes con AR y los controles inflamatorios.

Par ofra parte, por la técnica de ELISA se determinaron los niveles de ia iL-10 en el suero de los
pacientes, los controles inflamatorios y los no inflamatorios, sin embargo a pesar de la alta
sensibilidad de fa prueba no se logré deteclar a la citocina, @ excepcion de la muestra del control
inflamatorio 5 que contenia 65.79 pg/mi (dato no mostrado), jo cual es contrario a lo reportado
antedormente en donde en los sueros de pacientes con AR en fase cronica se le cuantifica por este
método (Cush J, et al, 1995). Tales discrepancias pueden ser atribuidas a que la proteina en cuestion
podria ser criolabil y nosotros canservamos las muestras durante meses; a que se desconoce Su
tiempo de vida media en el suero (el cual prodria ser muy corto); a que ésta se encontrase inhibida o
enmascarada por algun agente contenido en ef suero; 0 a que nuestros pacientes no se encontraban

en la fase cronica.

La inmunohistologia reveld que fa IL-8 se encontraba en los pacientes con AR y Unicamente en la
membrana sinovial del paciente control inflamatonio 3, lo que sugiere que muy probablemente esta
citocina es propia de patologias que implican procesos inflamatorios que tienden ‘a la cronicidad,
dentro de los que se incluyen enfermedades reumaticas como ia AR. El analisis de las caracteristicas
morfologicas de las células inmunorreactivas mostré que las células productoras de esta citocina eran
los M¢s y las endoteiiates principalmente y en menor grado los fibroblastos y las células T de la
sinovia, lo cual indica que en el inicio de fa sinovilis intervienen una gran variedad de células y que la
respuesta inflamatoria y su perpetuacion no dependen Unicamente de los factores liberados por los

Mds, sino de una compleja red de interacciones celulares y de factores solubles.

En lo referente a la IL-10 encontramos que, tanio la membrana sinovial de {os controles no
inflamatorios, como la de 10s inflamatorios y de los pacientes con AR tenian células que sintetizaban
esta proteina, aungue en los controles na inflamatorios en proporcion mas baja con respecto a la de
los pacientes con AR y enfermedades reumaticas inflamatorias de tipo no AR. Las células que

preseniaron inmunorreactividad fueron unicamente los Més y los linfocitos (Katsikis PD, et al, 1994),
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lo que sugiere que participan con ello en la homeostasis de la cavidad articular al inhibir la sintesis de

las citocinas proinflamatorias.

Por olra parte, algunas de las citocinas de las cuales demostramos la presencia de su ARNm (IL-18,
TNF-a, IL-6 e IL-8) y de la proteina como tal en la sinovia (IL-8), hacen de las células endoteliales,
entre otras, sus células blanco, por lo que en la actualidad se considera que el endotelio por si mismo
es inducido a través de factores solubles como las citocinas; participa de manera activa en una gran
variedad de procesos fisiopatologicos que incluyen la inflamacion, la angiogénesis, la coagulacion, la
presentacion antigénica, el reclutamiento de los leucocitos, mediador en la produccion de citocinas
(IL-8 y factor activador de plaquetas o PAF) y diversos procesos inmunes (Bevilacqua MP, 1993), por
o que el estudio de su participacion en los procesos inflamatorios cronicos como ia AR se hace
necesaria. En esta patologia, la microvasculatura sufre basicamente dos cambios morfologicos
inducidos por ia accion de la IL-183, el TNF-a y/o la IL-4. El primero, es la diferenciacion a vénulas del!
endotelio alto (HEV) que facilitan el trafico selectivo de los linfocitos a la sinovia y el segundo, a la
proliferacion de nuevos vasos sanguineos a través de un proceso de angiogénesis 0
neovascularizacion que contribuye a la destruccion del cartilago articular por medio de dos vias que
incluyen: el reclutamiento de las células inflamatorias, que liberan una gran cantidad de sustancias
activadoras, factores solubles y fibrina, que al depositarse sobre la membrana sinovial aportan un
sustrato fisico y bioquimico para la migracion y proliferacion de las células sinoviales que adquieren
caracteristicas propias de los sinoviocitos tipo A y B; y la proliferacion de estas células, que determina

un engrosamiento de la capa intima sinovial conocido como pannus (Diaz-Flores L, et al, 1992).

Al analizar nuestras muestras observamos que €l proceso de angiogénesis en la membrana sinovial
se produce por la formacién de yemas vasculares a partir de los capilares y, sobre todo de las vénulas
postcapilares preexistentes, donde el mecanismo general se inicia con el estimulo angiogénico (IL-1
B. TNF-q, IL-8 y TGF-B1) que induce a las células endoteliales a liberar las colagenasas y el factor
activador del plasmindgeno que producen la degradacion local de la membrana basal de las vénulas
postcapilares y capilares, lo cual continia con la migracion de las células endoteliales y

perivasculares que posteriormente proliferan y se organizan forrnando una nueva red capilar. La
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presencia persistente del tejido de granulacion desarrollado en la sinovitis se representa por el pannus
ricamente vascularizado que permite la migracion de los M¢s activados y por lo tanto de sus factores
angiogénicos. Al igual que lo reportado en los trabajos realizados previamente (Diaz-Flores L, et al,
1992; Farahat MN, et al, 1993), encontramos una diferencia entre el grupo control no inflamatorio y el
de los pacientes con AR, sin embargo ésta fue relativamente significativa, empero no debemos
olvidar que las muestras analizadas por nosotros son de evolucién corta, por lo que la diferencia no

es tan marcada como la observada en [0s trabajos realizados con las sinovias de fase cronica.

Otra de las caracteristicas que hace relevante el estudio del endotelio activado, es que éste expresa
principalmente dos moléculas de adhesion del grupo de la superfamilia de las inmunoglobulinas,
ICAM-1 y VCAM-1 6 INCAM-110, las cuales interaccionan .con las integrinas presentes en la
superficie de los leucocitos y a través de las cuales se lleva a cabo su unién y transmigracion hacia la
cavidad articular. Estas moléculas y las combinaciones de ofras sirven como soporte para la adhesion
durante ia extravasacion en lesiones tisulares o infecciones (Patarroyo M, 1997). Asi, a lo largo del
proceso inflamatorio se observa una vasodilatacion local que incrementa el fiujo sanguineo, de los
leucocitos, la liberacion de PGE; y del factor de relajamiento derivado del endotelio (EDRF 6 NO,).
Por otra parte el endotelio activado con IL-18 y TNF-a induce la sintesis y liberacion de la IL-8, un
factor quimiotactico de neutrofilos (Seitz M, et al, 1991), mediadores lipidicos y el PAF, que estimulan
las funciones leucocitarias incluyendo la adhesién (Bevilacqua MP, 1993). Nosotros encontramos, que
la expresion de ICAM-1 en las células endoteliales y ios M¢s fue significativamente mayor en la
membrana sinovial de los pacientes con AR que en los controles no inflamatorios e inflamatorios, lo
cual concuerda con lo ya reportado (Gerritsen ME, et al, 1993; Lindsley HB, et al, 1993; Szekanecz A,
et al, 1994). Sin embargo, a diferencia de los estudios previos realizados por Szekanecz Z y col. en
pacientes crénicos, nosotros encontramos que la mayor expresion de ICAM-1 fue en los M¢s y no en
las células endoteliales de la subintima. No hubo diferencias significativas cuando se compararon los
M¢s inmunorreactivos de controles inflamatorios y no inflamatorios, empero en las células

endoteliales si las hubo.
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Por lo que respecta a la molécula VCAM-1, el endotelio y los M$s de la membrana sinovial del grupo
de ios pacientes con AR mostraron una expresion significativamente mayor comparada con la del
grupo control inflamatorio y no inflamatorio, que se correlaciona con lo reportado (Bevilacqua MP,
1993; Morales-Ducret J, et al, 1992). También observamos que la mayor expresion de VCAM-1 fue en
los Més y no en las células endoteliales de la subintima. No hubo diferencias significativas cuando se
compararon los M¢s o fas células endoteliales inmunorreactivas de los controles inflamatorios y no
inflamatorios. De lo anterior podemos inferir que, la sobrexpresion tanto de VCAM-1 como de ICAM-1
juegan un papel importante en fa adhesion y migracion de leucocitos de sangre periférica hacia la
cavidad arﬁcqlar de los pacientes con AR (Cronstein BN, et al, 1993, Morales-Ducret J, et al, 1992).
Cabe mencionar que ICAM-1 se expresa en mayor proporcion después de muchas horas de
estimulacién con la IL-18 y/o el TNF-a, el IFN-y o la IL-6; sin embargo en condiciones basales esta
molécula se encuentra en las células endoteliales no estimuladas ya que su expresion es constitutiva
(Bevilacqua MP, 1993; Gerritsen ME, et al, 1993, Lindsley HB, et al, 1993; Szekanecz.2, et al, 1994),
Por otra parte, VCAM-1 se expresa en células endoteliales estimuladas con la IL-1f y/o el TNF-a y su
actividad maxima se observa entre las 6 y 12 horas después (Bevilacqua MP, 1993). Se ha reportado,
que la IL-4 actua en el endotelio incrementando la expresion y tiempo de aparicion de VCAM-1 en la
superficie celular y estabilizando los ARNm, lo que aumenta su tiempo de vida media, sin embargo
esta citocina no fue detectada en las células de la membrana sinovial en ninguno de los tres grupos
estudiados. La VCAM-1 participa en la migracion selectiva de los Mos, las células T y B, los
eosindfilos y los basdfilos (Bevilacqua MP, 1993; lademarco MF, et al, 1995) y su expresion se
corelaciona con el incremento en el infiltrado de las células mononucleares en funcion de ia
naturaleza e intensidad del estimulo. Se encuentra principalmente en las vénulas postcapilares y en
las células endoteliales de capilares y arteriolas en el sitio de la inflamaciéon. Con lo mencionado
antenormente, es posible proponer la participacion de las moléculas de adhesion, inducidas a través
de factores solubles como ia IL-18, 1a IL-6, la IL-8 y el TNF-a sintetizados localmente en la membrana
sinovial de los pacientes con AR, en la perpetuacion del proceso inflamatorio, donde los M¢s juegan

un papel preponderante sobre las células endoteliales.
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Asi, el presente trabajo sugiere que la identificacion de una citocina o, de un par de éstas como
agente(s) responsable(s) de una enfermedad en particular o el destacar la participacion de los M¢s
fundamentalmente y los linfocitos como unicos responsables de la sinovitis temprana, es poco
probable. Por o que proponemos el siguiente modelo (Figura 13). Durante el inicio del proceso
inflamatorio en ia membrana sinovial de los pacientes con AR, se cree que una poblacion policlonal
de linfocitos T presenta una activacion inducida por un agente aun no identificado. Las células T en
su forma activa, por un lado inician la sintesis y liberacion de factores solubles y por el otro
incrementan la expresion y afinidad de los receptores para las células endoteliales y la matriz
extracelular. De tal forma que las CMNs activadas interactian con el endotelio de la membrana
sinovial a través de una serie de pasos relacionados entre si. Donde, la interaccion inicial {reversibie)
se lleva a cabo a través de las seleclinas, lo que induce a participacion de un segundo mecanismo de
adhesion mediado por VLA4/VCAM-1 y LFA-1ACAM-1,2 que implica la generacion de sitios de union
de alta afinidad en VLA4 y LFA-1. Una vez localizados los leucocitos en la membrana sinovial, se
induce su proliferacion como consecuencia de fa unidon simuitanea del ligando a los receptores
especificos de la membrana. Bajo las condiciones anteriores, los leucocitos y las células de la
membrana sinovial producen citocinas que a su vez reclutan y activan a otras células. En la
membrana sinovial, los Més y los sinoviocitos tipo A o semejantes a los M¢s sintetizan y liberan ia Ii_-
13 (Diaz GF, et al, 1992; Dinarello CA, et al, 1993, Mulero MJ, 1997) que actia de manera paracrina
al incrementar {a quimiotaxis de los neutrdfilos, los linfocitos y os Mos, la proliferacion de fibroblastos
que produce hiperplasia y la reabsorcion osea y del cartilago articular (Downer SK, et al, 1994), y de
forma autocrina acrecentando la sintesis y liberacion de PGE; y de colagenasas responsables de la
destruccion del cartilago (Mera VA, et al, 1991) y del TNF-a y la IL-6. €l TNF-a a su vez, estimula la
proliferacion de los sinoviocitos tipo B o semejantes a los fibroblastos y 1a sintesis de la IL-6, la i{L-8 y
el TGF-B1 por éstas células, este factor inhibe la formacion de los osteoblastos (Diaz GF, et al, 1992;
Mera AV, et al, 1997) e incrementa la proliferacion de las células endoteliales que se traduce en un
aumento de la angiogénesis. La combinacion de 1a IL-1B y el TNF-a incrementa la sintesis de
metaloproteasas y PGE, (Strieter RM, et al, 1989) y disminuye la de colagena y proteinas de la matnz

extracelular, ademas induce la diferenciacion del endotelio hacia vénulas de endotelio alto que



permiten la transmigracion de células inflamatorias participando asi en la destruccion articular; por
otro lado esta combinacion de citocinas colabora en el fenomeno de hiperplasia y formacion del
pannus a través de la estimulacion de los sinoviocitos, asimismo inducen la sintesis de sus ARNm
dectectables a los 30 min post-estimulacion (Strieter RM, et al, 1989) y la liberacion de la IL-8
(Akahoshi T, et al, 1993; Rathanaswami P, et al, 1993; Seitz M, et al, 1994, Taub DD, et al, 1994). A
su vez, esta citocina actua sobre las células endoteliales incrementando {a expresion de 1as moléculas
de adhesion y con ello 1a migracion celular (Grgnhgj C, et al, 1989); es un factor quimiotactico para
los neutrdfilos, los M¢s y las células T (Bazzoni F, et al, 1991, Grgnhgy C, et al, 1989; Seitz M, et al,
1994, Strieter RN, et al, 1989; Taub DD, et al, 1994), adicionalmente se conoce que esta molécula
activa las funciones de los neutrdfilos tales como la movilizacion del calcio intracelular, la
desgranutacion y el disparo de la cadena respiratoria (Rathanaswami P, et al, 1993), por lo que
participa en la destruccion de la sinovia en los pacientes con AR; ademas aumenta la proliferacion de
las células endoteliales e induce la sintesis de mas IL-8 por éslas. La IL-6 liberada por ios Més y los
sinoviocitos tipo A y B estimulados por la combinacion de IL-1B y TNF-a (Mulero MJ, 1991), actia
sobre las células plasmaticas al incrementar la produccion del factor reumatoide in situ (Sack U, et al,
1993; Mera VA, et al, 1991). Sin embargo, dentro de la cavidad articular no solo se liberan factores
solubles que participan en el detrimento de ésta, sino también existen mecanismos reguladores, tales
como la produccion de la I1L-10 y el TGF-p1 (Sasaki H, et al, 1997). La primera es un inhibidor de la
sintesis de |as citocinas proinflamatorias (Wang P, et al, 1994), ademas de que incrementa !a sintesis
del receptor soluble p75 para el TNF-a (STNF-aR p75) [Joyce DA, et al, 1994] y el antagonista del
receptor para la IL-1 (IL-1Ra) evitando asi 1a accion del factor (Chomarat P, et al, 1995); esta citocina
es producida por los M¢s y los linfocitos, en los primeros disminuye indirectamente |a produccién de
NO y de intermediarios reactivos del oxigenc como el H,O; (Ho AS-Y, et al, 1994). El TGF-p1
producido por los Més inhibe la activacion de las células T a través de la supresion de 1a sintesis del
receptor para la iL-2 (IL-2R). Empero, a pesar de sus funciones inhibidoras ambos poseen el efecto
opuesto, ya que la IL-10 per se incrementa la sintesis de metaloproteasas del tipo de las colagenasas
y la estromelisina, ademas disminuye la sintesis del ARNm para la colagena | (Reitamo S, et al,

1994). Por su parte, el TGF-B1 sintetizado localmente incrementa fa expresion de los ARNm para la
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iL-1, la IL-6 y el TNF-ua (Sasaki H, et al,1992), la angiogénesis, la quimiotaxis de los neutrdfilos, los
monocitos y los fibroblastos y la adhesion y activacion de otros leucocitos; y produce con ello efectos
devastadores en la cavidad articular (Wahl/ SM, 1994; Sasaki H, et al, 1992). La IL-4 y la IL-13 tienen
funciones inhibidoras de la sintesis de citocinas y de la actividad de los M¢s (Lakkis FG, et al, 1993),
sin embargo no participan en la inmunomodulacion negativa del proceso inflamatorio de la
articulacion, Se ha demostrado que la IL-4 inhibe ia sintesis de la IL-10, asi que la ausencia de la
primera en la sinovia de los pacientes con AR puede resultar en un incremento de la produccion de la
IL-10, o que al parecer podria ser benéfico, sin embargo no debemos dejar de lado el hecho de que
ésta también participa en la destruccion de la matriz extracelular de la sinovia. Las acciones de la
IL-13 in vitro sugieren que esta citocina derivada de las células T puede regular negativamente la
funcion de los M¢s, ademas de proteger al endotelio y a la superficie de los Mos contra los cambios
en los procoagulantes inducidos por los mediadores inflamatorios (Herbert JM, et al, 1994) y de
regular la produccion del receptor tipo 1! para la IL-1 (IL-1RII) de los polimorfonucleares circulantes y
de la IL-1 (Colotta F, 1994). La ausencia de los transcritos para estas citocinas, sugiere que al parecer

la funcién de las células Th2 se encuentra inhibida.

Con base en los resultados obtenidos, podemos descartar que el inicio de ia sinovitis en la AR se
debe a una respuesta inmune dirigida unicamente por las células T, o bien a una respuesta de los
Més y las células T (Firestein GS, et al, 1988), por lo que sugerimos que en el desarrollo del proceso
inflamatorio participa todo un conjunto celular que aqui denominamos Eje: “M¢ - Célula T - Célula
Endotelial - Fibroblasto - Sinoviocito”, que libera factores solubles como la 1L-18, la IL-6, la IL-8, la IL-
10, el TNF-a y e TGF-f1 e incrementa la expresion endotelial y macrofagica de las moléculas de
adhesion inducibles VCAM-1 e ICAM-1 (lademarco MF, et al, 1995) que participan en la migracion de
los leucocitos. Ademas este estudio propone gque las diferencias en la produccién de citocinas en la

AR de evolucién corta y la de fase cronica son basicamente cuantitativas mas que cualitativas.
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FIGURA 13. Interacciones celulares en ia AR mediadas a través de citocinas. Arriba a la izquierda:
Sinoviocito tipo A o semejante a M4$. Arriba a fa derecha: Sinoviocito tipo B o semejante a
fibroblasto. Centro: M¢. Abajo a fa izquierda: células de endotelio alto activadas. Abajo en ¢l
centro: Célula T. Abajo a la derecha: célula plasmatica. Flechas negras: citocinas proinfiamatorias.
Flechas grises: citocinas para las cuales no se ha encontrado transcritos. Flechas claras: citocinas

cuya funcion es inhibidora.
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10. CONCLUSIONES

¢ A través del analisis del perfil de los transcritos para las citocinas, se evidencio que entre las
CMNSP y las células de la membrana sinovial se presenta un patron de respuesia diferencial,
donde 1a sinovia es la principal productora de citocinas que actGan in situ en los pacientes con AR
de evolucién corta y que ésta patologia es un fenomeno autoinmune compartamentalizado y no
generalizado; asi lo que sucede en la sangre periférica no es el reflejo fiel de lo que se observa

intrarticularmente.

¢ No se detectaron transcritos para la IL-4 y la IL-13, io que sugiere que estas citocinas no participan

en la intrincada red inmunomodutadora de 1a AR de evolucidn corta.

¢ No se evidenciaron ios ARNm propios de las células Th2 (IL-4 e IL-13), por 10 que creemos que se
trata de linfocitos altamente diferenciados o bien que la respuesta de estas células se encuentra

abatida.

¢ Enla membrana sinovial los transcritos para la IL-8 solo se observaron en fos pacientes con AR, lo
que sugiere que esta citocina es propia de patologias que implican procesos inflamatorios
cronicos, mientras que los ARNm para la IL-10 se expresaron en los tres grupos de estudio, sin
embargo los niveles fueron significativamente mayores en os pacientes con AR, 1o que indica que

esta citocina de funciones anti inflamatorias no es especifica de una patologia en particular.

¢ Las proteinas de 1a IL-8 y la {L-10 se presentaron en niveles elevados en el grupo de los pacientes

con AR en comparacion can los otros dos grupos de estudio.

¢ No se encontraron diferencias significativas en los niveles del TGF-31 de las CMNSP o la

membrana sinovial entre los grupos.
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Los niveles de los M¢s y las células endoteliales inmunomeactivas al anticuerpo anti ICAM-1 y
VCAM-1 fueron profusamente mayores en el grupo de pacientes con AR vs los del grupo control

no inflamatorio e inflamatorio.

La expresion diferencial de tas moléculas de adhesion inducibles (VCAM-1 e ICAM-1), es un

proceso dinamico que ocurre como respuesta a mediadores especificos (IL-1B, TNF-a, [L-6).
La informacién obtenida sefiala como principales participantes del proceso inflamatorio intrarticular
y de la perpetuacion hacia la sinovitis cronica a un conjunto celular que denominamos Eje: “M¢ -

célula T - célula endotelial - fibroblasto - sinoviocito™.

Este estudio propone que las diferencias en la produccion de citocinas en Ja AR de evolucion corta

y la de fase cronica son basicamente cuantitativas mas que cualitativas.
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11. APENDICE

PREPARACION DE SOLUCIONES:

EXTRACCION DEL ARN TOTAL DE LAS MUESTRAS DE LA MEMBRANA SINOVIAL Y LAS

CMNSP.

¢ Agua-DEPC
DEPC 1.00 mi
Agua destitada desionizada 1.00¢
Dejar en agitacion durante toda la noche. Conservar en frascos de vidrio tratatdos para ARN y

a temperatura ambiente.

¢ Etancl al 75%
Alcohal etilico 75.00 mi
Agua-DEPC 25.00 mi

Almacenar a -20°C hasta su uso.

4 Acetato de sodio 3M, pH 5.3
Acetato de sodio anhidro 12,05g
Agua-DEPC 50.00 mi

Ajustar el pH con HC! antes de aforar, esterilizar y almacenar a temperatura ambiente,
¢ Solucion amortiguadora de DNAsa 5X

Acetato de sodio 0.5 M a partir de la solucién 3 M

Suifato de magnesio 25 mM  a partir de una solucion 1M
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Preparar 10 ml de la solucién, antes de aforar ajustar el pH a 5 empleando papel tomasol,

esterilizar por filtracion y alicuotar. Al momento de su uso diluir at 1X con agua-DEPC.

¢ DNAsatipo|
DNAsa de 1000 U/m| 10.0 pul
Solucion amortiguadora
de DNAsa 1X 190.0 pl

Preparar hasta su uso y mantener en hielo.

¢ NaOH 2N
NaOH 8.0g
Agua-DEPC 100.0 m!

¢ Fenol saturado
Se funden los cristales de fenol en bafio de Maria a 65°C y se hacen alicuotas de 10 ml que
se conservaran en tubos faicon de polipropileno de 50 ml a -20°C hasta su preparacion. A 10
ml de fenol fundido se le afiaden 20 mi de agua-DEPC, se mezclan vigorosamente las fases y
se dejan reposar hasta que éstas se separen. Se ajusta el pH a 8 con NaOH 2N preprarada
con agua-DEPC, posteriormente se adicionan 0.01 g de hidroxiquinoleina, la mezcla se agita
fuertemente y se deja reposar. Finalmente se retiran 10 ml de la fase acuosa y el fenol ya

saturado se conserva a 4°C protegido de la luz (es estable durante 15 dias).

¢ Solucién de SEVAG
Cloroformo 240 mi
Alcohol isoamilico (isopentanol) 1.0ml

Se conserva a temperatura ambiente y protegido de la luz.
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ELECTROFORESIS DEL ARN.
¢ Acetato de sodio 50 mM
Acetato de sodio 3.28¢g
Agua destitada desionizada 800.00 m!

Ajustar el pH a 7.0 con una solucion de NaOH 2 N. Agregar a esta solucion 20.6 g de MOPS.

¢ EDTA5mM
EDTA disddico 93g
Agua-DEPC 30.0 mi

Ajustar el pH a 8.0y finalmente aforar el volumen a 50 mi con Agua-DEPC

+ Solucién amortiguadora de cormrimiento 5X
Adicionar a los 800 ml de la solucién de acetato de sodio 50 mM con MOPS, 10 mi de la
solucion de EDTA 5mM, pH 8.0 y aforar el volumen a 1.0 | con agua-DEPC. Aimacenar a 4°C

en un frasco estéril y protegido de la luz.

¢ Solucidén amortiguadora de carga

Glicerol 5.0mi
EDTA 1mM, pH 8.0 200 pul
Azul de bromofenol 2.5ug
Xilencianol FF 2.5 ug
Agua-DEPC 50mt

Agitar vigorosamente hasta homogenar el glicerol.

¢ Bromuro de etidio
Bromuro de etidio . 1.0mg
Agua-DEPC 1.0m!

Conservar en un tubo falcon de 15 mi a temperatura ambiente y protegido de la luz.
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¢ Agarosaal 1%
Agarosa 025¢g
Formaldehido al 37% 4.45ml
Solucién amortiguadora de
cofrimiento 5X 5.00 ml
Agua-DEPC 15.30 m|
La agarosa se funde con el agua-DEPC, posteriormente se agrega la solucién amortiguadora
de corrimiento 5X y finalmente el formaldehido. Se coloca en el soporte y se deja enfriar en la

campana de extraccion hasta que solidifique.

ELECTROFORESIS DEL ADN
¢ TBE5X
Tris-Base 5400
Acido bérico 2759
EDTA0.5M, pH 8.0 20.0m!

Agua destilada desionizada

cbp 10!

¢ Solucion amortiguadora de corrimiento de TBE 0.5X

TBE 5X 100.0 ml
Agua destilada desionizada 1000.0 mi
Bromuro de etidio 1 mg/ml| 50.0 ul

¢ Agarosa al 1%
Agarosa 1.0g
TBE 0.5X 100.0 m!
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INMUNOHISTOLOGIA
¢ Solucion de peroxido de hidrogeno al 3%
Metanol! 9.0ml

Hz0 al 30% 1.0ml

¢ Solucién de diaminobencidina

DAB 6.0 mg
Tris-HCI 0.05 M, pH 7.6 10.0mi
HzOz al 30% 10.0 },ll
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