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" Actualmente 'y como prod

. las enfermedades’ del'tej ivo ‘en el humano, son 2l resultado de diversos

" .trastornos de la inmuni(‘i;ad'k'y"q‘U’e"éxist’é una alteracion particular para cada una de ellas
en cuanto al desar.rollo dé .aut;)ir.\mUnidad (2-5). ‘

La artritis reumatoide (AR) es una de las enfermedades mas importantes del tejido
conectivo en el humano que se caracteriza por inflamacion crénica y cuya
manifestacion principal es el desarrolio de artropatia destructiva, si bien la patogenia
no se limita a las articulaciones ya que con frecuencia se suelen afectar otros aparatos

y sistemas (6-8).
Etiologia.

No cabe duda gue varios mecanismos inmﬁnoi&gicos'estan intimamente involucradoé“'
en la‘patogenia de la AR, sin embargo y pese a los recursos metodolégicos actuéles
se desconoce aun la etiologia de la misma. En los Ultimos anos se ha intentado explicar
la patogenia de la AR; se cree. que la presentacién de un antigeno relevante a un
huésped genéticamente susceptible "dispara" la enfermedad. Se ha atribuido el papel

de factor desencadenante a agentes infecciosos exégenos como virus, micobacterias



'\como agente ettologu:o de la AR, debido a que se ha bservado que el 80% de los

pacientes con AR tienen anticuerpos circulantes- dlrlgldosvcontra antlgenos especnﬁcos

del virus y, al parecer, la respuesta a estos anngenos vnrales favorece la produccidn de
los autoanticuerpos caracteristicos de la enfermedad. (9-12).
Por otra parte, el virus de Epstein-Barr es un activédor policlonal de los linfocitos B y
por ello podria conducir a la sobrepoduccidon de inmunoglobulinas, incluyendo al factor
reumatoide. De hecho, se ha demostrado que los pacientes con AR presentan un
porcentaje elevado de células B circulantes infectadas por el virus. El interés por
relacionar al virus de Epstein-Barr con la AR ha resurgido con el concepto de
"mimetismo molecular’, ya que los anticuerpos dirigidos contra la glicoproteina viral gp
110, reconocen la misma secuencia de péptidos en las cadenas beta de las moléculas
DR4 y DR1 que pertenecen a la clase Il del complejo principal de histocompatibilidad
{CPH). EI mimetismo molecular es el resuitado del reconocimiento antigénico de la
pro;efna viral gpk 110 por parte de las células T en individuos con HLA DR4 y DR1. Asi,
eﬁ un intento por mantener la tolerancia a los antigenos propios, hay una respuesta
,,,citvé,t;,o';xiéa, disminuida o nula por parte de las células T hacia el virus y las céluias
\iﬂnfectédés__por éste, dando con ello una expresidén anormal de la infeccion que se
manvirfestaria como AR (9, 15-18).

Otra de las areas importantes de investigacion con respecto a la etiologia de esta



|a:: AR Existén Vévindenc“iés
e las micobacterias xbfeééﬁ pfbieu'ﬁas de c‘hoqvue
térﬁjigo,_ iés ¢u'51§’s son fabtéfeé a‘rtl"'ityogéhic;s ég alé‘ﬁn‘os modelos animales. Por otro

Iédo ée ha encontrado que los individuos con AR tienen titulos elevados de anticuerpbs
contra las proteinas de choque térmico (PCT) de las micobacterias. Ademas de esto,
se suma el hecho de que en el liquido sinovial de estos pacientes hay un gran nimero
de linfocitos T dobles negativos (CD4 y CD8 neg) que expresan el receplor T
gamma-delta, que proliferan en respuesta a las PCT de las micobacterias. Asi cabrian
dos explicaciones al respecto, por un lado, el que la expresién de las proteinas de
choque térmico sea tan solo una reaccién de fase aguda y, por el otro, que la
proliferacion de los linfocitos T dobles negativos sea amplificada y perpetuada por la
reactividad cruzada contra las proteinas de estrés de las células sinoviales (semejantes

. antigénicamente a las PCT) por el mecanismo de mimetismo molecular, Las
investigaciones en esta area relacionan estas evidencias con la generacion de la AR

(19, 20).

- Agentes enddgenos. Sin duda los fendmenos autoinmunes perpetuan el dafo tisular
en la AR, aunque no existen evidencias suficientes que apoyen que éstos sean la causa
inicial de la enfermedad. La coldgena y la inmunoglobulina G son las proteinas
enddgenas que con mas frecuencia se han implicado en fos fenémenos de
autoinmunidad. La colagena es una causa directa de artritis en modelos animales

experimentales, sin embargo, los datos de estudios en humanos no concuerdan con

estas observaciones, ya que si bien es cierto que los pacientes con AR tienen titulos



elevados de antlcuerpos contra colagena tlpo || tanto en’ su*' forma natlva ‘COMO--ic.

despierte una respuesta inmune contra los epltopes de las porcnones d Vgradadas de

la coladgena. Luego, los complejos antigeno-anticuerpo junto con otros complejos (e.g‘
factor reumatoide), se precipitarian en las capas superficiales del cartilago funcionando,
ademas, como quimioatrayentes péra el tejido invasor (21-24).

El factor reumatoide usualmente acompana a Ié enfermedad y se considera como
factor de riesgo en ella, pero no hay evidencias sdlidas que o sefalen como factor
causal de la misma, por lo tanto, y como ya se menciond, solo puede considerarse

como un amplificador de la respuesta inflamatoria en la sinovitis reumatoide (24,25).

Histopatologia.

Normalmente la membrana sinovial es una capa delgada de tejido que recubre las

superficies internas de las articulaciones. La cépa de sinoviocitos se localiza entre la

cavidad articular y jos fibroblastos y tejido adiposo subyacente (subsinovia) y consiste

de una a tres células de grosor. La composicion celular de la membrana sinovial es
heterogénea tanto en condiciones de normalidad como en enfermedad e incluye
células que semejan a los macrdfagos (sinoviocitos tipo A), células similares a los

fibroblastos (sinoviocitos tipo B) y células dendriticas (26,27). En las articulaciones de



pacientes anrftigoé hay aumento en

el grosor de

1 decélulas‘sinoviales-falta.la ..

demarcacién. délos limite

iﬁﬁit}a#:iér;i'bi‘ﬁi;_:)eréebfibvle e éstas
los féhéﬁjenés vinlcnalfes'adé_la esion: reumatoide éiisié:dér“{o a la microvasculatura,
ederﬁé de [os tejidos SUbéinoViales y.prolifer'acién de las células sinoviales. El desarrollo
de uha extensa réd de nuevos vasos sanguineos es primordial para el desarrollo de la
sinovitis reumatoide. Coincidiendo con esta neovascularizacion de la membrana, los
linfocitos circulantes se adhieren al endotelio de Iaé vénulas postcapilares sinoviales v,
posteriormente, migran a través de las paredes de los vasos sanguineos y se agregan
en forma caracteristica alrededor de ellos y por debajo de la superficie sinovial (28,29).
La hiperplasia del tejido sinovial, asi como la destruccién de la matriz extracelular,
son hallazgos histopatolégicos caracteristicos de la AR. Estos fendmenos son
consecuencia del incremento del nimero de los sinoviocitos tipo B, mismos que
secretan concomitantemente mayor cantidad de productos involucrados en la
destruccion tisular como prostaglandinas y colagenasas. Notablemente en la
articulacion reumatoide, el cartilago es invadido por éstos elementos tisulares agresivos
que conducen, finalmente, a la destruccién articular. Ademas de este infiltrado, existe
otro, acaso mas importante, que consiste de un gran numero de linfocitos T y
macrofagos activados en fa membrana sinovial circundante. Estas células son capaces
-de reclutar y/o influenciar a otros elementos (e.g. fibroblastos, células B, etc.) por medio
de las citocinas que secretan , del tal forma que se favorece la hiperplasia sinovial, la

angiogénesis, la proliferacion y la diferenciacion de las células B a células formadoras



de anticuerpos; lo que en suma, caracteriza a las sinovitis tsmpranas-en AR (30:32).

multiples y procede comentarlas por separado.

- Linfocitos T. Como ya se ha mencionado, existe un importante infiltrado ;je linfocitos
T en la membrana sinovial de los pacientes con AR. La presencia de estas células
sugiere que opera un mecanismo antigeno-dependiente que conduce a la activacion
y proliferacidon de éstas, de tal manera que las células T antigeno especificas
secretarian linfocinas reguladoras capaces de perpetuar el dafo. A pesar de esto, muy
poco es lo que se le puede atribuir al linfocito T como el responsable de lo que se
observa en AR y esto se apoya en gran cantidad de observaciones y evidencias
experimentales (31-38) a saber: a) no se ha encontrado gran densidad de expresién de
antigenos de activacién ( e.g. receptores de transferrina, receptores de 1L-2) en la
membrana de las células 7. Mas atn, el nivel del RNA mensajero que codifica para el
receptor de {L-2 es similar al que expresan las células de sangre periférica en reposo.
Todo lo anterior sugiere bien un estado de reposo o bien un estado de post-activacion,

b) los productos caracteristicos de las células T activadas (IL-2, IL-3, IL-4 e IFN gamma)



no se encuentran en concentraciones importantes en el liquido sinovial. de los pacnentesi

flo qu ' suglere ausencxa de especificidad a un anhgeno pamcu)ar

- Macrofagos Contranameme aloque se observa en Ias celulas T los macrofagos que

k mmtran la s»nowa presentan marcadores francos de acnvaccon ¥ gran cantida

produccnon de cstocmas !o que sugtere que Ia achvac:on de los macrofagos y‘_ai

hberacnon de sus productos son parte iundamenta! de la lesnon en AH De esta forma,

la reaccion inflamatoria se - in'cxana co Vla acttvacnon de Ios macrofagos del mtershc;o

sinovial, los cuales, al mterac!uar con Ios lmfocotos y en presencia de un anhgeno
darian inicio a la secrecién de cuocmas con la consrgunente activacion de las células
sinoviales para producir prostag!andmas y colagenasas Asi, la inflamacion y la
consecuente sinovitis en la amculamon se mantendrian con factores solubles
producidos por los macréfagos y fibrbbléétp‘s"s,inoyiales tanto en forma autécrina como
parécrina (figura 1)(39-43). e |

- Factores solubles. Otra de las Virm;:)c;»rt’a"hkteks areas de investigacion en la AR se ha
centrado en los diversas mecahis_rﬁbé de interaccion entre macréfagos, linfocitos .y
células endoteliales con las de citocinas vy el efecto del resultado de esta interaccion
sobre la cavidad articular ya que ésta se considera el érgano blanco de lesién en AR
(44-49). La mayoria de los estudios realizados se han enfocado a evaluar los efectos
de citocinas individuales, aungue los hay también que han estudiado el o los efectos

de varias citocinas en conjunto.

Los resultados de los estudios tanto in vivo como in’vilro:sugieren que el papel
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Dentro de las citocinas que se han lnvesngado en_relacion con el dano amcuiar se

encuentra en primer lugar la interleuquina -(IL)-1,1a cual tlrene ‘un peso molecular de 17
Kd, y es producida principalmente por los monocitos y rhacréfagos, aunque hay otros
tipos celulares capaces de produciria. Se han desérito dos tipos de la molécula, la IL-1
beta -la principal forma de secrecion de los monocitos humanos que representa el 90%
de la totalidad de IL-1 en los sobrenadantes de los cultivos de células estimuladas-, y
la IL-1 alfa -molécula generalmente anclada en la membrana-. Ambas isoformas
comparten el mismo receptor celular en las células blanco y promueven el mismo
espectro de actividades biologicas; sin embargo, se unen con afinidades diferentes a
sus receptores, los cuales, ademas, pueden ser expresados en forma diferencial en lés
diversos tipos celulares (55-57).

Por lo que respecta a sus actividades bioldgicas, la IL-1 produce efectos
generalizados a traves de su accién sobre el sistema nervioso central, médula ésea y
vasos sanguineos. Sin embargo, en AR sus efectos locales son los mas importantes y
entre estos se incluye el aumento de las funciones de los linfocitos Ty B asi como la
qu}miotaxis de neutrdfilos, linfocitos y monocitos. De igual forma, promueve ademas fa
proliferacién de los fibroblastos, asi como la produccion de prostaglandina E 2 (PGE

2) y colagenasa por estos y por los condrocitos sinoviales. Como la gran mayoria de



las' IL descritas; la'|L.-1 es también .capaz de promover.la secre,cién'dg otras citocinas

' de o ras células 'y estimular diversas respuéSté; enlas células ,endofélialéé; comola
exprésié_n de molécUIa’é de adhesién celular (e.g. ICAM-1, ELAM) y la induccién de
éﬁtfgénos asociados con la funcién linfocitaria, sobre todo LFA 3 (55-59). En fases
tard_l’as, sus efectos sin embargo son mas amplios e incluyen la promocién de la
reabsorcion dsea y la alteracion de Ja sintesis de célégena en condrocitos, i.e., bajo su
estimulo éstos pasan de sintetizar colagena tipo Il a colagena tipo | y lll. Asimismo,
actla directa e indirectamente sobre los fibroblastos haciéndolos proliferar por un lado
e induciendo la sintesis de factores de crecimiento por el otro. En esta fase por tanto
se tiene como consecuencia, reabsorcidén Osea, destruccidn del cartilago, fibrosis,
cicatrizacién y debilidad articular debida a la sintesis anormal de colagena (60-63).

Otra citocina que se ha involucrado importantemente en el dafno articular en la AR es
el factor de necrosis tumoral (FNT). Esta citocina es una proteina glicosilada de 157
amino&cidos, con peso molecular de 17 Kd. Al igual que la IL-1, existe en dos
isoformas, el FNT alfa -uno de los principales productos de secrecién de los
macrofagos- y el FNT beta -producido principaimente por linfocitos-. EI FNT alfa se
sintetiza y secreta simultaneamente con la IL-1, aunque el control de la sintesis y
secrecion de ambas parece ser regulado en forma independiente, ya que cuando los
monocitos maduran a macrofagos, disminuye su capacidad de secretar IL-1, mientras

que la produccion de FNT no se afecta. El FNT comparte muchas de las actividades



bioldgicas con la IL-

Las divers

“:antineoplasicos: E

généraéién;d;los;‘reactantesiae?észér aguda. Sus éccmnes;sdbre el'creéirﬁiento de
“diversas estirpes celulares pueden ser estimuladoras (ﬁbrdbiastos) oinhibidoras (células
heoplésicas). Se ha observado también que p.romue\'/e la diferenciacién celular,
modulando la expresion de antigenos de superficie. Sobre el tejido conectivo favorece
la activacion de los fibroblastos con lo que 'mduce.en ellos la expresion de moléculas
DR , proliferacion y produccién de prostaglandinas y colagenasas, con los que se
explica el dafo articular (63-65).

Tanto laIL-1 como el FNT alfa actdan de forma autocrina sobre los macréfagos para

promover su propia transcripcion, asi cpmgjaw- produ‘lccic’ovn del uno por el otro (65-67).

El interés por el estudio. del FNT alfé y ia IL-1 vproviene de estudios previos que han
encontrado concentraciones elevadas de estas citocinas en la cavidad articular de
pacientes con artritis. Estos estudios carecen por un lado de la comparacion respectiva
de lo que ocurre a nivel articular con la sangré periférica, o bien se han encausado a
comparar las concentraciones de IL-1 alfa, beta y FNT alfa por separado en ambos
compartimentos, sin hacer la correlacién respectiva de las concentraciones de ellas en
ambos sitios. Dado que las alteraciones inmunolégicas que se encuentran en la sangre
de los pacientes con AR son minimas si se les compara con las alteraciones de la

cavidad articular y debido a que la lesién reumatoide parece ser la resultante de las

10



interacciones de diversas C(tocmas a es(e n‘: el i ’impoyrtante,:menester el estudio ge

circuitos inmunorreguladores en el compammento smovtal de'estos ’acnentes Es por

e necrosis tumoral alfa

ello que nos interesé estudiar al factor. \a: mterleuquma 1

en la sangre y en la cavidad arucular”‘de los pamentes con AR con’ el proposmo del

lograr una visién giobal y poder relacxonar Io que ocurre a mvel generahzado con el sitio

bropio de la lesidn.

11



~OBJETIVOS = .

1- Cuantnf car al factor de necroas tumoral alfa en el Ilqmdo snnovnal y-en los' :

sobrenadantes de los»culhvos d sangre hqu;do y membrana smovuales de. pacnentes,

con ARy sujetosr’con eoartrosis: (OA) 6 gota medlante ensayos mmunoenzumétmos

(ELISA) y bioensay ificos para esta cﬂocnna
2.- Cuantificar la IL-1.alfa en el liquido sinovial y en los sobrenadantes de los cultivos
de células monocucieares de sangre periférica, liquido y membrana sinoviales de los

pacientes con AR, OA o gota, mediante ELISA especifico para esta citocina.

3.-Cuantificar la IL-1 beta en el liquido sinovial y en los sobrenadantes de cultivos de
flouido 'y membrana sinoviales de  pacientes cén AR,, OA .o gota, mediante

.. radicinmunoandlisis (RIA) especifico.
4.-Comparar los resultados de las mediciones y demostrar que la cantidad de FNT
alfa, IL-1 alfa y beta son mayores en la cavidad articular de pacientes con AR que en

la de los sujetos con OA o gota.

S.-Demostrar que no existe diferencia cuantitativa en fa produccion de citocinas FNT

alfa e interfeuquina 1 alfa por las céfulas de sangre periférica en los grupos estudiados.

12



HIPOTESIS.
1-La produccion del factor de nec«fdsis tumoral alfay de la interleuquina 1 (alfay beta)

es mayor en el liquido sinovial y en los sobrenadantes de cultivos de las células de la

cavidad articular de los pacientes con AR, que en fos pacientes con OA o gota.

2.- No hay diferencia en la produccidén de citocinas por las células de la sangre de los

pacientes con AR y la de los pacientes con OA o gota.

13



MATERIALES Y METODOS

Se estudlo un total de 89 pacnentes procedentes,de'la consulta externa del' '

departarnento de lnmunolog|a y Reumatol gra del lnstltuto:Namonal de la Nutrlcwn yk :

del Servicio de Ortoped|a en ‘miembro pélvico |l del Hosprltal de Onopedla Magdalena
de las Salinas del Instituto Mexicano del Seguro Somal.

" Se formaron dos grupos de estudio: en el-grupo |- se incluyeron 56 pacientes en
quienes se tomo en forma simultanea liquido sinovial mediante artrocentésis de rodilla
y 20 ml de sangre venosa periférica; el grupo e.stuvo formado por 42 pacientes en
quienes se tomo en forma intercurrente, durante la cirugia electiva para la colocacion
de prétesis articular, ta membrana sinovial y 20 mi de sangre venosa periférica. Del
grupo |, se eliminaron las muestras de 20 pacientes y del grupo H},23, ya que
después del procesamiento de las mismas la cejularidad obtenida fue insuficiente para
llevar a cabo los ensayos proyectados.

Como se aprecia en la tabla 1, los diagnédsticos de los pacientes en el grupo | fueron:
artritis reumatoide en 27 casos, osteoartrosis en 14, gota en 5 y lesiones de menisco
en 10, en tanto que enel grupo i, los diagnosticos fueron de artritis reumatoide en 19
pacientes, en 17 el diagndstico fue osteoartrosis y 6 tuvieron lesiones de menisco.
Finalmente el grupo | quedé integrado por 36 pacientes y el grupo i por 19 pacientes.

Todos los pacientes del grupo | fueron candidatos a arirocentésis de rodilla por
Vpresentar aumento de volumen de la articulacion, limitacion funcional, dolor intenso y/o
duda diagnédstica. En este grupo los 25 pacientes con diagnéstico de AR tuvieron una

edad promedio de 44.36 + 14 afos ; 24 se encontraban activos segun los criterios de

14



Tabla 1. PACIENTES ESTUDIADOS.

Grupo Dx. N Muestras Fuente
utiles.
AR 27 25 LS
| OA 14 A 7 y
Gota 5 4 ,
Meniscopatia 10 0 SP
AR 19 10 MS
I OA 17 9 y
Gota 6 0 SP.

AR= artritis reumatoide OA= osteoartrosis
LS= liquido sinovial MS= membrana sinovial
SP= sangre periférica.



 Ritchie (68) v, 15 de estos s6lo recibian tratamiento-con anti

(AINES) en el momerito de la torma de la muestr

constrastaron. .con un’ gru ntegrad

dviagnésiicb- de OA Y4 rpmédio de 51.2 +

20.6 afios y sblo & de ’e)i;c;s:ré’ac ! rr{'ofnénto del estudio.
Tabla 2. :

Los pacientes del grupo If se sérﬁétierén ‘Va cif‘trJrgfa\» dndpédica electiva para colocacion
de prétesis articulares por presentar incapacidad.funcional. El grupo consté de 19
pacientes, 10 con diagndstico de AR y edad promedio de 48 = 15 anos 1 de ellos
estaba sin tratamiento en el momento de la toma de la muestra, 3 recibian tratamiento
con AINES Unicamente y 6 inductores de remision y/o esteroides. En estos pacientes
el tiempo de evolucidn con la enfermedad fué de 9.6 + 5.2 anos; el subgrupo de
pacientes con Jos que se contrasté se integré con 9 pacientes con diagnéstico de OA,

con edad promedio de 58 + 21.3 afios, de los cuales solo 3 recibian tratamiento con

AINES en el momento de la cirugia. Tabla 3 .

METODOS.

Grupo l.- De este grupo de pacientes se tomd liquido sinovial mediante
artrocentésis de rodilfa con técnica estéril, en jeringa heparinizada y 20 ml de sangre
por puncidn venosa periférica.

Liquido Sinovial.

Las muestras de liquido sinovial se recolectaron en tubos estériles y se centrifugaron

15



Tabla 2. CARACTERISTICAS CLINICAS. GRUPO L

Dx. N Sexo Edad Trat.» Edo.clinico*~ Evolt
M/F x+DS A/E A /|
1
AR 25 4/21 44.4+14 25/10 24/ 1 5.9t4.7
OA 7 2/6 5209422  3/0 . 2.0£2.3
Gota 4  4/0 48.3+19 3/0 5.8+4.4
AR = artritis reumatoide OA = osteoartrosis

* A= antinflamatorios no esteroideos E= esteroides o
inmunosupresores.

»* A= activo f= inactivo.
T= afos X*DE. '



Tabla 3. CARACTERISTICAS CLINICAS DEL
GRUPOQO Il.
Dx. N Sexo Edad Trat.» Edo.Clin** Evolt
M/F x+DE A/E A/l x+DE
" AR 10 2/8 48+15  9/6 6/4 10+4.5
OA 9 2/7 58+21 3/0 , 3.3:+3.2
AR= artritis reumatoide. OA = osteoartrosis.

* A= antinflamatorios no esteroideos. E=
esteroideos o inductores de remision.

* A= gctivos. = inactivos.

t= anos.



- hasta la medicién de las citocinas) ; el bof

RI;I(AI-i640 suplementado con éperé Eo'vinb fetal (SBF) ;:a|fjp%":gluvt‘amin‘a'zﬁ mM,
penicilina (100 u/ml) y estreptomicina (1 pg/ml) (Sigma Chemical ‘Co.‘fSt. l‘_‘ouis‘” M‘o‘) (‘
medio completo) posteriormente se separaron las células mononucleares mediante
Qradientes de ficoll-hypaque de acuerdo a la técnica descrita por Boyum (69). En breve,
las células mononucleares (CMN) se incubaron durante 2 hrs en cajas de Petri a 37°C
en atmdsfera con CO2 al 5%, a fin de lograr una boblacién rica en macrdéfagos, dada
la propiedad de éstos de adherirse al vidrio. Estas células enriquecidas con macréfagos
se ajustaron a una concentracién~de 2 x 10° cel/mly, se cultivaron en dos condiciones:
a) basal y b) estimulada. La condicion basal colrespondié a las celulas resuspendidas
en el medio de cultivo completo y la condicion estimulada describe a las células que
se estimularon con 20 pg/ml de lipopolisacéarido de E. Coli (Sigma).

Las células se cultivaron durante 20 hrs, a 37°C en incubadora con CO2 al 5%. Una
vez transcurrido este tiempo, se recolectaron los sobrenadantes de los cultivos y se
mantuvieron en congelacién a -70°C, hasta la medicion de las citocinas.

Sangre Periférica. i

Las muestras de sangre se diluyeron con igual volimen de solucién amortiguadora
de fosfatos (PBS), y se separaron las CMN mediante gradientes de ficoll-hypaque, de
acuerdo a la técnica de Boyum. Para enriquecer con macrofagos el cultivo, las células
que se obtuvieron con este procedimiento, se adhirieron al vidrio durante 2 hrs.

La poblacién celular que se obtuvo con este método se ajusté a una concentracion de
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2 x 10° células por ml y: se “cultive Urante20 VB@':é:h’?Iés’_'é:on'dicionesf sefaladas

previamente e ido sinovial.

na sinovial durante el acto

quirdrgico 'y momeéntos previos a’se tomaron 20 ml de sangre venosa
. periférica.

“Membrana Sinovial. " ¢

Las muestras de membréha, si‘i}‘c&:vi,’ ;é rég:ojl,ecéaioﬁ en PBS. En todas ellas se quitd
el tejido adiposo excedehte : y conun biétﬁri se cortd en fragmenios de
aproximadamente 3 mm. de diémétro.ﬁ Estos fragmentos de tejido se digirieron
enzimaticamente durante 4 hrs ‘con una mezcla de colagenasa tipo Il {5 mg/mi},
desoxirribonucieasa (DNA-asa 0.15mg/ml) y hialuronidasa (0.1mg/mi),{Sigma Chemical
Co.). Para ello se agregé 1mi de la mezcla de enzimas por cada 5g de tejido. La
digestion se llevé a cabo a 37°C agitando la muestra en forma intermitente y enérgica.

Una vez terminado el proceso de digestion, fas muestras se homogeneizaron y
tamizaron. El eluido que se obtuvo, se centrifugé durante 10 min a 1400rpm en medio
de cultivo completo y las células que se obtuvieron con este procedimiento, se lavaron
dos veces en PBS y se resuspendieron en RPMI completo.

Para separar las células mononucleares de esta suspension celular se usaron
gradientes de ficoll-hypaque y se centrifugaron durante 30 min a 1500 rpm. Las células
que se obtuvieron se ajustaron a concentracién de 2 x 10 ® por ml y se cultivaron
durante 20 hrs, en incubadora a 37°C, con CO2 al 5%, en las dos condiciones ya

establecidas (basal y estimuladas con LPS). Los sobrenadantes de los cultivos se
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recolectaron ‘a las” 20 hrs. y se mantuvieron. en congelacién a - 70°C hasta las

mediciones pertinentes.
En todos los cultivos realizados se verifico |a viabilidad ‘celular mediante la exclusién
del colorante azul tripan y se cuantificd el porcentaje de macréfagos por muestra

mediante la tincidon de peroxidasa,

ENSAYOS INMUNOENZIMATlCOS.(ELISA)_
Las mediciones de las citocinas lL1"élfé' yFNT se hicieron mediante ensayos

inmunoenzimaticos con estuches comerciales apropiados para las mismas.

Determinacion de Factor de Necrosis Tumoral Alfa.

Se utifizd ef estuche comercial TNF ELISA (E-TNF Endogen Inc. Boston Ma.) . La
sensibilidad es de 10 pg/ml y es especifico para esta citocina, pues utiliza un anticuerpo
monoclonal murino anti- FNT humano como reactivo de captura y dos anticuerpos
polivalentes procedentes de dos especies distintas (conéjo y cabra), uno de ellos
conjugado con fosfatasa alcalina, la cual cuando reacciond con el sustrato adecuado,
dié como resultado un cambio de coloracién que se midié como absorbancia en el
espectrofotémetro.

El ensayo consistid en cubrir una placa de cultivo de 96 pozos con un anticuerpo
‘monoclonal (Ac. Mo) murino dirigido contra FNT alfa humano, el cual funciond como
reactivo de captura y constituyd la fase sdlida del ensayo. Después de un proceso de

sensibilizacion con este anticuerpo (12 hrs). se agregaron por duplicado, 100 pl de fos
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sobrenadantes de _cultivos, de las alicuotas de liquidos sinoviales y de los sueros en

donde interesaba medir esta citocina'y se les incubé durante toda la noche, con el

el l—':ilﬁlT:fé]faflpfes;eq't?e: en las muestras, se uniera a la fase sélida a

'-'%traﬂjiés_ delr,:_‘c.,Mo.v:; EIY Engiérial que no se u‘rrmilé, vse elimind por medio de 4 lavados
‘cohéet_ﬁﬁtivds.: Dé'épués de éstos, se realizé una segunda incubacién de 1 hr. con un
fanticue‘rvpo policional de conejo dirigido contra diferentes epitopes del FNT alfa

whumano; nuevamente el anticuerpo que no se unid, se elimind por lavados
consecutivos de la placa. Finalmente en una te}cera incubacidn, de una hora, se
adiciond un anticuerpo de cabra conjugado con fosfatasa alcalina dirigido contra el
anticuerpo de conejo contra FNT alfa. La unién especifica del anticuerpo contra FNT
alfa se cuantificé a través del cambio de coloracion, producto de la reaccidn enzimética
de la fosfatasa alcalina con su substrato: para-nitrofenil fosfato(p- NPP) y se leydé como
absorbancia, en un espectrofotometro con un filtro de 405 nm.

En cada placa se incluyeron un control negativo (medio de cultivo) y 5 estadndares
que contenian concentraciones conocidas de la citocina; con estas determinaciones se
construyd una curva estandar, teniendo en el eje de las abscisas las concentraciones
de la citocina y en el de las ordenadas, las densidades Opticas. La cantidad de FNT alfa
presente en las muestras probadas, se obtuvo al extrapolar el promedio de los
duplicados de las absorbancias en la curva mencionada. (Los coeficientes de variacién

intraensayo e interensayo fueron menores del 5%).
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--Determinacién..

liz6 para ello; un estlche comercial de ELISA, especfﬁcqpare_l___es;ia‘ ci_i:topipa EiL

ibilidad es de 50 pg/ml. La técnica'es la misma

bietgrfniﬁécnén de. Inferléﬁqufna 1 beta.. .
l Para'la medi'cién‘de esta citocina se utilizé un radioinmunoandlisis (RIA) especifico
" para IL-1 beta. Esta técnica se basé enla compete-ncia de la IL-1 beta contenida en las
muestras, con la IL-1 beta marcada con '?* |, por los sitios de unién de un anticuerpo
especifico para esta citocina, de tal forma que la concentraciéon de IL-1 beta en las
muestras, es inversamente proporcional a la concentracion de IL-1 beta marcada
radiactivamente.

Brevemente esta técnica consiste en poner en contacto un anticuerpo policlonal de
conejo, dirigido contra IL-1 beta, con las muestras en donde se deseaba medir esta
citocina; se les incubd durante 4 hrs, despues de las cuales se agregaron
concentraciones conocidas de IL-1 beta recomBinante, marcada con
' | y se incubaron durante 20 hrs. ’

Después de esta incubacion se-agregd un segundo anticuerpo (de burro), dirigido
contra el anticuerpo de conejo; este anticuerpo tenia la peculiaridad de estar unido a
particulas poliméricas, metélicas, susceptibles de ser atraidas por magnetismo; con
este anticuerpo se incubaron las muestras durante 10 min y posteriormente se

colocaron en una placa magnética durante 15 min, con el propdsito de que las
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e se unieron a los anticuerpos,

particulas metdlicas qu

ala ‘;.Dlacva, dequéé de

radlacnvndad pﬁgs nt l’e'nllas_‘pahiém'
de\:Ceﬁf{éllefd p'éra_f ré”diépiones‘fgarmma.;‘
Se c";\.vovns_tn"‘uyié una curva utilizando pafa ello &oﬁcent;aciénés conocidas de IL-1 beta

: Eécombinante, graficando en papel semilogaritmico, en el eje de las abscisas las
concentraciones conocidas de IL-1 beta y en el eje de las ordenadas, el promedio de
las desintegraciones por minuto (dpm) de los dup-licados de ellas. Las cantidades de
IL-1 beta de las muestras, se obtuvieron al extrapolar el promedio de las dpm de los

duplicados de cada una de ellas en la curva.

Bioensayo para la medicién de FNT alfa.

Para probar la actividad bioldégica del FNT alfa, se utilizé un ensayo citolitico
colorimétrico, descrito inicialmente por Mosman y modificado posteriormente por Green
(70,71). En éste se utiliza 1a linea celular L 929, que es un fibrosarcoma murino, cuya
peculiaridad estriba en la susceptibilidad especifica al efecto citolitico del FNT.

El principio del ensayo de bioactividad, se basa en la capacidad del FNT de producir
lisis de ciertas lineas tumorales (L 929), en proporcién directa a su concentracion, si se
suma a ello el hech; de que las células vivas son capaces de incorporar el 3-4,5
dimetiltiazol, 2-1-2,5 bromuro de difeniltetrazolio (MTT) y transformarlo en azil de

formazan, se tiene una forma de cuantificar objetivamente esta citocina por un método

colorimétrico en unidades de absorbancia que se captan en un espectrofotémetro con
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K mversamente proporcnonales a la con il
Para el ensayo se ajustaron las celulas L8929 a una concentracnon de 3x 10 cel. por

mi. y se agregaron 0.5 ug de actmomncma D por cada ml de esta suspension celular,
En placas de cultivo se sembraron 100 pl por pozo de la suspension celular a los
cuales se agregaron por iriplicado, 100 ul de loé sobrenadantes de cultivos,sueros o
liquidos siﬁoviales en donde se deseaba medir est;d citocina y se incubaron durante 24
. hrs. Al término de esta incubacion, se agregaron 50 u! de MTT (Smg/ml) y se les incubd
durante 3 hrs mas. Al finalizar esta incubacién, se centrifugaron las placas de cultivo
durante 10 min a 1600 rpm; despues de ello se decantaron los sobrenadantes y se
agregaron 100 nl de alcohol isopropilico-HC!; con el propdsito de disolver fos cristales
de azul de formazan y homogeneizar el contenido de los pozos. Las placas de cultivo
se agitaron durante 5 min, transcurridos los cuales se procedié a medir cada una de
ellas, con un espectrofotémetro, en absorbancia, con filtro de longitud de onda de 570
nm. En cada placa se colocaron conceniraciones conocidas de FNT humano
recombinante y, de esta forma fué posible ‘construir una curva de citotoxicidad,
graficando en el eje de las ordenadas las densidades épticas y en el de las abscisas
las cantidades de FNT recombinante, en dicha curva se extrapolaron posteriormente
los promedios de los triplicados de las densidades Opticas de cada uno de los
problemas y, con ello se obtuvo (a concentracion de FNT de la muestra. €l coeficiente

de variacién inter e intraensayo fué menor del 5%.
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‘ RESULTADOS

: FACTOR DE NECROSIS TUMOHAL ALFA

a) anwdo Slnowal

La concentracién del factor de neCFOSIS umoral alfa

AR (n=24) que en el de los pacnentes con OA o gota (n 11) (AR X= 943 + 21.41,

vs OA o gotaX = 44.35 x+ 12.35 pg/ml), pero esta diferencia no fué estadisticamente
significativa al comparar los grupos por analisis de varianza no paramétrico
(Kruskall-Wallis p p>0.5), probablemente por la gran dispersiéon de los valores
obtenidos; esto se aprecia en la figura 2. Al analizar como un solo grupo a los
pacientes con osteoartrosis y a ios sujetos con gota, y contrastarlo mediante la prueba
estadistica U de Mann Whitney, con los pacientes con AR, se encontré que éstos tenian
mayor cantidad de FNT que los sujetos con OA o gota (p<0.05). Esta diferencia es la
misma que se observd en las muestras analizadas mediante el ELISA especifico para
esta citocina { AR n = 6 y OA n = 5) en donde el promedio de la concentraciéon de FNT
eh AR fue de 3693.9 =+ 935.46 pg/m|, en tanto que no fué detectable en los liquidos de
los pacientes con OA (la sensibilidad de este ensayo es de 10 pg/mil). A este respecto
vale la pena comentar que existid correlacion positiva en los valores obtenidos por

ambos tipos de mediciones { ELISA y bioensayo) (r Spearman de 0.85 p<0.01), (tabia
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_.Flgura 2 Cuant1f1cac1on del factor de necrosis

tumoral’ alfa en 1as allcuotas de:'1iquido s1nov1a1.
V(Bloensayo)

A.R.s/t= artritis reumato1de sin tratamiento.
A.R.c/t= artritis reumatoide con tratam1ento
OA = osteoartrosis.



cibfan tratamiento con

omento: del” muestreo . tuvieron las

diferentes a lo obtenido en las muestras de on "A,R’irl'q‘x_i'é‘récibian ademas
esteroides o inductores de remisi_én en el momento de'la toma del h’qmdo sinovial {

U Mann Whitney p>0.05).

b). Produccion por las células del lfquido sin’évi'at;
Al cuantificar la produccién del factor de necrbsis tumoral

alfa por las células obtenidas del liquido sinovial de 25 pacientes con AR y compararla
con la de los sujetos con OA o gota (n=11), se encontré que los pacientés con AR
‘produjeron mayor cantidad de esta citocina que los pacientes con osteoartrosis o gota
(AR 164 = 4.6 VS Gota 8.7 = 6.02 pg/ml} (p<0.02 U de Mann Whitney), (fig.3). En
este grupo, los sujetos con gota fueron los que produjeron menor cantidad de FNT de
todos los pacientes estudiados, (tabla 5). Esta diferencia fué mas evidente al comparar
la produccién de FNT de los cultivos celulares estimulados con lipopolisacérido de los
pacientes con AR Vs la de los pacientes con osteoartrosis o gota ( AR 29.2 + 6.08 Vs
OA o gota9.65 = 7.62 pg/mi) ( p <0.01 U de Mann Whitney). Cabe mencionar también
que los cuttivos celulares de los pacientes con AR, no solo produjeron mayor cantidad
de FNT al estimularlos con LPS, que los de los sujetos con osteoartrosis o gota, sino
que ademas, la intensidad de esta respuesta fué mayor en AR que la observada en el

segundo grupo; de hecho, cuando se compararon la produccion basal de FNT con fa -

24



Tabla 4.MEDICION DE FNT EN LIQUIDO SINOVIAL.
COMPARACION DE ELISA Y BIOENSAYO.

Dx. N Método de  Cantidad+*(pg/ml)
medicion. X + E.E.

\ AR 6 ELISA 3693.9 * 935.47
AR 14 Bioensayo 103.9 * 29.57
OA 5 ELISA Nao déte'c'table
OA 5 Bioensayo 443 + 18.3

r = 077 p.< .05

AR= artritis reumatoide OA= osteoartrosis.
EE= error estandar.



pg /ml

20

100

B0 b

‘60 o

: Fiéuré 35
o del 11qu1do ‘sinovial. (Bioensayo).

‘b=

c/t
s/t

basal ‘e = estimuladas con LPS. o
AR = a1tr1t15 Teumatoide OA= osteoartr051sA‘

e n

i Producc16n de factor de necrosis- tumoralfalfa nor 1

con tratamiento (esteroides o 1nductores d rem151on)
51n tratam1ento :

b e b b ©
AR TAR. ¢/t Gota.

as;células



Tabla 5. PRODUCCION DE FNT POR LAS CELULAS
DEL LIQUIDO SINOVIAL.

Dx. N Basal Estimulada.
pg/ml(X+EE) pg/ml (X+EE)

AR s/tratamiento 15 10.7 + 4.06 20.9 + 5.5 p¢0.05
Wilco-

AR c/tratamiento +.9.18 36.5 + 119 xon

Osteoartrosis :r :9.47 18.7 + 9.9 -~ p*0.05
Wilco-

Gota 0 3.2 + 24 xon.

AR vs OA + Gota p¢< 0.05 U de Mann Whitney.

FNT= factor de necrosis tumoral alfa.
AR = artritis reumatoide OA = osteoartrosis.
EE = error estandar.



‘fpro'duqciérj""bgjp'Vés_timul_o ‘con LLPS en’cada‘grubo dke:pacire_qtgéémggjiante:—|§Lprueba o
esiadistica.:i'r\o’:p:ar‘akrrrﬂ\'ét'rica de Wilcoxon, se encohtré qué bla's‘,‘c':érl;:l;l»a_'s de iés "pécientes

: cor{ AR reéﬁbh;diéréh al estimulo del LPS incrementando ia pf&ducciéh de esta citocina
(p;_0.0S), en tanto que las células de los pacientes con OA o goté no respondieron en

. forma significativa al estimulo (p>0.05). La figura 4, ilustra esta diferencia. Los valores
méximos observados correspondieron a los pacientes con AR que se encontraban bajo
tratamiento con con esteroides o inductores de remisién en el momento del muestreo,
como grupo sin embargo estos pacientes no fueroﬁ diferentes de los pacientes con AR
que solo recibian AINES al momento de la toma de la muestra.

Las muestras de 14 pacientes con Dx de AR, de 4 pacientes con OA y la de un
paciente con gota, también se probaron por ELISA especifico para la deteccion del FNT
encontrando la misma tendencia ya descrita con el bioensayo, esto es, mayor
produccién de FNT por las células de los pacientes con AR ( AR basal X = 139.9 +
68.18 Vs OA o gotaX = 15 = 10 pg/ml) y en los cultivos estimulados con LPS ( AR X

= 165.7 + 88.5 Vs OA o gota 20.5 + 16.35 pg/ml).

¢).- Produccién por las células de la membrana sinovial.

Cuando se midid la produccion del FNT en los sobrenadantes de los cultivos
celulares procedentes de las membranas sinoviales de 10 pacientes con AR y las de
9 sujetos con OA, mediante el bioensayo especifico, se encontré que las células de
los pacientes con AR tuvieron, en condiciones basales, mayor cantidad de esta citocina

que los pacientes con OA ( AR X= 16.2 = 6.23 Vs OA X= 3.2 * 2.47 pg/ml) (p <0.03
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Figura 4. - Produccién de factor de necrosis 'tumoral alfa por las células del 1liquido
sinovial, comparacién de la produccién basal y estimulada con LPS, en los dos grupos
de estudio. e

AR basal Vs AR estimulada = p <0.05 (Wilcoxon)

OA + Gota basal Vs OA + Gota_estimilada Fe>0, 08 Wilosan
Al IS A torae oK = ocOATergS ]S e ) —




U Mann Whitney) Esta dlferenma no se’mant

las células de membrana sinovial.de:los: pacie es con AR contra las de OA en los

cultivos estimuladbsyy"yéorii{LPS‘(ARii 64 vsi OAR = 7.2 = 2.97 pg/ml) (p

>0 05 U Mann Whl’mey) si b|en esta‘dﬁerencna no fue S|gn|fcat|va desde el punto de
vista ‘estadistico, los méaximos valores reg|strados se encontraron en el grupo de
bacientes con artritis reumatoide y 7 de los 9 casos de pacientes con OA produjeron
menos de 10 pg/ml de esta citocina , en tanto que esta situacion solo se observé en
4 de los 10 casos de AR.(Fig 5). Asimismo, sé encontrd que las células de la
membrana sinovial de los pacientes con AR respondieron en forma mas activa al
estimulo con LPS que las células de los pacientes con OA; en ambos grupos
estudiados hubo diferencia en la produccién basal del FNT cuando se le compard con
la produccién bajo estimulo con LPS. (fig.6). Encontramos que las células de los
pacientes que recibian esteroides o inductores de remisiéon al momento de la toma de
la muestra produjeron mayor cantidad de FNT que Jos pacientes que solo recibian
~ AINES al momento del muestreo, sin embargo el tamano de la muestra no permitid
validar esta observacion. En los casos estudiados no se observd diferencia en la
produccién de esta citocina de acuerdo a la actividad de la enfermedad. Se probaron
tambien por ELISA especifico para esta citocina los sobrenadantes de cultivos de §
pacientes con diagnéstico de AR y los de 4 pacientes con OA y en ninguno de los

casos se detectd la presencia de la misma.
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Figura 6.Produccién de factor de necrosis tumoral alfa, por las células de lz membrana
sinovial. Comparacién entre produccidén basal y bajo estimulo con LPS.
Basal Vs estimulada tanto en AR como en OA"p<0.05 :(Wilcoxon).




d) Producccon por las celulas de la sangre penfenca

En este estudlo se observo que las células de la sangre penienca de los pac:eﬁtes con
:AR, tanto en condncuones basales como bajo el estimulo del LPS produjeron mayor
cantidad del faétor de necrosis tumoral que fos pacientes con OA o gota, y aunque
existid gran dispersion en los valores que se obtuvieron esto fue principalmente a
expensas del grupo de pacientes con AR (fig.7).En los pacientes analizados no se
detectaron diferencias en la produccién de esta citocina , entre los sujetos con AR que
recibian tratamiento con esteroides y/o inductore.s de remision y aquellos que solo
estaban tratados con AINES; en la tabla 6 se enlistan los promedios de produccion de
esta citocina tanto en condicién basal como bajo el estimulo con LPS. en ella se
aprecia que los pacientes con AR respondieron al estimulo con LPS, incrementando
la produccién del FNT en tanto que en los pacientes con OA y gota, no respondieron
al mismo. Se probaron por ELISA especifico para factor de necrosis tumoral alfa los
sobrenadantes de cultivos de 18 sujetos con AR y de 5 pacientes con OA y de 3
pacientes con gota. Se observo, al igual que con el bioensayo, que los pacientes con
AR producian mayor cantidad del factor ( AR basal X = 67.1 * 23.29 Vs OA no
detectable y en gota 16.25 pg/ml) y alge similar se obtuve de los cultivos estimulados
con LPS ( AR X = 161.34 * 65.23 vs no detectable en OA y en gota 98.5 pg/mi). Al
igual que en el bioensayo, en las muestras analizadas por ELISA no fué posible
detectar diferencias entre la produccién basal y la estimulada con LPS en el grupo de
pacientes con OA. La tabla 7 resume los resuitados de las muestras analizadas por

ambos métodos.
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Tabla 6. PRODUCCION DE FNT POR LAS CELULAS
SANGRE PERIFERICA.

Diagnostico N Basal Estimulada

pg/ml(X+EE) pg/mI(X+EE)
AR s/tratamiento = 17 12.09 + 7.62 249 + 553
AR c/tratamiento 16 13.02 + 4.08 24.7 +12.12
Osteoartrosis 10 492 + 359 2.2 + 1.39
Gota | 4 1.38 + 1.38 4.0 + 4.00

Basal vs Estimulada p< 0.05 en AR y p> 0.05 en OA y Gota
(Wilcoxon).

AR vs OA + Gota p¢< 0.05 (U de Mann Whitney).

AR = artritis reumatoide OA = osteoartrosis.
Fr_\JT= factor de necrosis tumoral alfa EE= error estandar.



Tabla7.PRODUCCION DE FNT POR CELULAS DE SANGRE
PERIFERICA.COMPARACION ENTRE ELISA Y BIOENSAYO.

Dx N Técnica Condicion.

Basal(pg/ml) Estimulada(pg/mi)

(X + EE) (X + EE)

AR 33  Bioensayo 11.8 + 4.27 248 + 6.95
AR 18 ELISA 67.1 + 23.30 161.4 + 65.24
OA 10 Bioensayo 4.9 # 358 I2.2 ¥ 1.39
OA 5  ELISA no detectable no detectable.
Gota 4 Bioensayo = 1.4 + 1.4 4.0 + 4.0
Gota 3 ELISA 16.3 + 4,22 98.5 + 54.2

Basal vs Estimulada p¢< 0.05 en AR (ELISA y Bioensayo)
Basal vs Estimulada p¢ 0.05 en Gota (ELISA) (Wilcoxon)

AR= artritis reumatoide OA= osteoartrosis FNT= factor de
necrosis tumora!l alfa. EE= error estandar.



: Con--el--t’n==de.-. explorar...sir» la.produccion de FNT en el compartimento sinovial era

dlferente de lo obtenldo en las celulas de sangre penfenca se compararon los datos

observados tanto en condmones basales como por estlmulo con LPS de cada una
“de las fuentes celulares (sangre hqmdo smovnal y. membrana smovual) en cada grupo
de pacientes; se encontrd en los pacientes con AR una franca tendencia .a producir
}nayor cantidad de factor de necrosis tumoral por las células del liquido sinovial (P
<0.05), lo cual no fué observado en el grupo de pacientes con osteoartrosis o gota.
En cada uno de los cultivos realizados, se verifico que la viabilidad celular (mediante
la exclusion del azul tripan) fuera mayor del 95%. Asimismo se estimé el porcentaje de
macréfagos en cultivo, por medio de la tincidon con peroxidasa. En promedio en los
cultivos de células procedentes de quu‘ido sinovial hubo 76 % de monocitos, 74% en

membrana sinovial y 60% en los cultivos de sangre periférica.

INTERLEUQUINA 1 BETA.
a).- Liquido sinovial.

Se probaron por radioinmunoandlisis especifico para la deteccién de interleuguina
1 beta, las alicuotas de liquido sinovial de 4 pacientes con artritis reumatoide, quienes
solo recibian AINES al momento de la arirocentésis y las muestras de 4 pacientes con
diagndstico de gota y se observd que no hay diferencia estadisticamente significativa
en el contenido de interleuquina | B entre estos pacientes { AR X = 35.8 + 10.05 Vs
gotaX = 21.6 = 3.1 pg/mi p>0.05 U Mann Whitney)). Aunque existio cierta tendencia

en los pacientes con AR a tener mayores concentraciones de esta citocina, el nimero
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de pacientes fué pequeno y la dispersion-de. Ios resultados ampha por Io que no se

logro demostrar alguna diferencia, fgura No 8

b).- -Produccién por las célu.las del liquido sinovial;

Al comparar los resultados de las hediciones de la pvroduccién ‘de interleuquina 1 B

, por los cultivos celulares de liquido sinovial de 4 pacientes conkAR contra la de 3

sujetos con gota, se encontré que los pacientes con AR producian mayor cantidad de

IL 1 beta que los pacientes con gota ( AR x = 1é6.5 + 37.42 Vs Gota 20.3+ 0.67

bg/ml ) tanto basalmente como estimulados con LPS (AR x 199.75 * 64.59 vs 22.67

+ 3.22 pg/ml), sin embargo no se encontrd diferencia al comparar la produccién basal
-cbn la estimulada en cada grupo de pacientes (Tabla 8).

¢).- Produccidn por las células de la membrana sinovial.

Se midi6 también la produccién de esa citocina por los cultivos de células de
' membranas sinoviales de 2 pacientes con OA y se compard con la produccion por las
células de membrana sinovial de 3 pacientes con AR, se observé gran dispersion de
los resultados obtenidos, que impiden incluso hablar de tendencias, en la . Tabla 9
se aprecia esta nocion, i

Determinacion de interleuquina 1' élfa.

a) Liquido Sinovial.
Se midié con ELISA especifico para la deteccion-de ILI alfa, la concentracion de esta
citocina en el liquido sinovial de 6 pacientes con AR, quienes solo recibian AINES al

momento del muestreo, en el de 3 pacientes con OA y en el de 3 pacientes con gota
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Tabla 8. PRODUCCION DE IL- 1 BETA POR
LAS CELULAS DEL LIQUIDO SINOVIAL.

Dx. N Basal Estimulada

‘ pg/mI(X+EE) ‘ pg/mli(X+EE)
AR 4 - 126.5 + 37.40 199.8 + 64.60
Gota 3 20.3 ¢+ 0.87 227 + 3.69

Basal vs Estimulada p> 0.05 (Wilcoxon)

AR vs Gota p< 0.05 ( U de Mann Whitney)

AR= artritis reumatoide OA= osteoartrosis
fL-1= interleuquina 1. EE= error estandar.

u



Tabla 9. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA 1 BETA
POR LAS CELULAS DE LA MEMBRANA SINOVIAL.

v DX, N Basal Estimulada.
(pg/ml)+ (pg/ml)+.
AR 3 2167+ 524 2667 :+ 787

+ 1

OA 2 1955 : 188.77 2295 : 223.16

Basal vs Estimulada p> 0.05 (Wilcoxon)

AR vs OA p> 0.05 (U de Mann Whitney)

AR= artritis reumatoide OA= osteoartrosis.
IL-1= interleuquina 1
*= X + error estandar.



' : iéh' porlas células del quuidc;vsihévia\vl;»v S
Pér Ié qﬁe respecta a la produccion de interleuquina 1 alfé, por las células del liquido
sinovial, se midid en 10 pacientes con AR, 3 pacieﬁtes con OA y 3 pacientes con gota;
se encontrd que en AR, el promedio de produccion basal de esta citocina fué de 83.6
+ 27.37 pg/ml, al estimularlas con LPS la produccion se incrementé a un promedio de
187.03 =+ 53.26, en tanto que los pacientes con OA y gota no produjeron cantidades

detectables en ambas condiciones (p<0.02 U de Mann Whitney) ( Tabla 11).

c).- Produccién por las células de sangre periférica.

La produccién de interleuquina 1 por las células de la sangre periférica se midié en 13
pacientes con AR, 5 pacientes con OAy 2 pa;:ientes con gota. Se encontrd que en
condiciones basales los pacientes con AR produjeron 177.4 + 47.51, los pacientes con
OA 85.6 + 58.97 y no fué detectable en los pacientes con gota, pese a que se observd
tendencia a una mayor produccién por las células de AR en condiciones basales, esta
diferencia no fué estadisticamente significativa (p>0.05). Bajo e! estimulo con LPS tas
células en AR incrementaron su produccion a 257.8 = 54.14, en en OA se incrementd

a 134.2 + 82.09 y nuevamente no fué detectable en gota, al analizar como un solo
30



Tabla 10. CONCENTRACION DE IL- 1 ALFA
EN EL LIQUIDO SINOVIAL.

Dx. N pg/ml (X + EE)
1

AR 6 383.1 + 199.35

OA ‘3

no detectable.

Gota 3 16+ 8.083

AR vs OA + Gota p< 0.05 (U de Mann Whitney).

AR= artritis reumatoide OA=

osteoartrosis.
IL-1= interieuquina 1. EE-=

error estandar.’



Tabla 11. PRODUCCION DE IL-1 ALFA POR
LAS CELULAS DEL LIQUIDO SINOVIAL.

Dx N Basal{pg/mi) Estimulada(pg/ml)
\ . .
AR 10 83.6 + 50.0 ' 187.03 + 97.27
OA 3 ndo h.d.
Gota 3 : n.d. n.d.

AR vs OA y Gota p< 0.0119 ( U de Mann Whitney).
Basal vs Estimulada en AR p <0.05 (Wilcoxon).

AR=artritis reumatoide OA-=osteoartrosis IL-1=interleuquina 1
* (X + error estandar).



‘ 'grupo a los pacnentes con OA'y gota y contrastarla con los pacientes con- AR se,;_ e

jjjencontro que la prcducccon de esta cnocma era ma 'or en ste gruy
) i’control (Wicoxon p<.0. 049) ( Tabla 12) : :
: Por la dispersién de los datos y el tamario de Ia muestra anahzada no fue posnble
determinar si existe diferencia entre fa produccton de lL 1 -alfa por las células de la
éangre periférica comparadas con la de las células del liquido sinovial, pero si es
posible afirmar que la cantidad de IL-1 alfa en el liquido sinovial de los pacientes con
AR es mayor a la cantidad producida por las célulés de sangre periférica y por las del

liguido sinovial.
DISCUSION.

Las citocinas son polipéptidos que afectan las funciones de diversas células. Entre
otras, favorecen la comunicacion intercelular, promueven la sintesis y secrecién.de
otros factores solubles, modulan la éxpresion de antigenos de superficie, conducen a
crecimiento y dife_renciacién celular y pueden amplificar respuestas infiaﬁatorias.

Estas moléculas y en particular el FNT alfa y lail-1, tienen un papet relevante
en la patogenia de la AR. Esto se puede afirmar por las observaciones hechas tanto in
viva como in vitro de sus efectos sobre el cartilago articular, en donde resaltan la
promocion de la sintesis de prostaglandinas y colagenasas, la proliferacién de los
fibroblastos vy la sintesis anormal de colagena; modulan diversas interacciones célula-

o

célula, qué resultan en un incremento de la adhesion por parte de los neutrofifos y
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- TABLA 12. PRODUCCION DE IL-1 ALFA POR LAS
CELULAS DE SANGRE PERIFERICA.(ELISA).

Dx. N Basal(pg/mi) Estimulada(pg/ml)

AR 13 177.4 + 475 257.8 + 53.98
oA 5 - 856 + 58.9 134.2 + 82.09
Gota ) n.d. n.d.

AR vs OA + Gota p< 0.049 (Wilcoxon).

AR=artritis reumatoide OA=osteoartrosis IL-1=interleuquina. 1
*(X + error estandar).



hnfOC|tos ala pared endotehal lo que facxhta su msgramon y acumulo en los sitios de ™

mﬂamacmn proplClando el dano ‘vtlsular Se ha propuesto por este mecanismo

f|suopatologlco ) que.la Iesnon

concentraciones de diversas citocinas en el ambiente pericelular.

Bl propésito de este estudio fué estudiar las citocinas que con mas frecuencia se han
implicado en la sinovitis reumatoide - FNT e IL-1 - y comparar sus concentraciones en
sangre con las de la cavidad articular, como érgaﬁo blanco de la AR.

Encontramos mayor concentracidén de FNT en la cavidad articular de los
pacientes con AR cuando se les compard con los controles. Este hallazgo concuerda
con reportes previos al respecto y apoya la nocién de que esta citocina participa
activamente en la produccién de sinovitis crénica.

Observamos tambien que las células del liquido sinovial de los pacientes con AR
produjeron mayor cantidad de este péptido tanto de manera espontdnea como con la
estimutacién por LPS, que las de individuos con OA o gota. Esto sugiere que existen
alteraciones en los mecanismos de inmunorregulaciéon que conducen a: 1) incremento
en la produccién espontanea de FNTy, 2) mayér respuesta a un estimulo externo como
lo es el LPS.

Llama la atencién el hecho de que los pacientes con AR que recibian tratamiento con
esteroides o inductores de remisién, produjeran mayor cantidad de esta citocina, que
aquellos que solo estaban tratados con AINES. Esto indicaria, bien la existencia de

diversos mecanismos de regulacidn en la produccién del FNT - que no se modifican
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por el tratamiento - y/o alteraciones:en. ia biodisponibilidad de los medicamentos, que

se reflejan en su falta de efecto en la-produccion de mediadores de inflamacién a nivel

’artiéular. :

Por otra parte, a nivelvde jlas ééfUIas de la membrana sinovial, ehcontra}noskqu'é' los
pacientes con AR producen, en condiciones basales, mayor cantidad de FN‘T‘quga las
de los pacientes con OA. Sin embargo, al estimular con LPS esta diferencia no se
mantuvo (desde el punto de vista estadistico), aunque si se observé tendencia a mayor
produccién de la citocina por parte de las célulés de los pacientes con AR. Estas
observaciones apoyan la hipdtesis de que las células del compartimento sinovial en la
AR se encuentran estimuladas in vivo y que, ademas, tienen alteraqiones en sus
mecanismos regulatorios .que jas hacen secretar mayor cantidad de FNT, lo cual

contribuiria al dafo articular crénico .

En cuanto a la produccidn de FNT por células mononucleares de sangre periférica,
esta mostrd una gran dispersion en sus niveles en los tres padecimientos estudiados.
Al comparar los resultados obtenidos mediante el andlisis de variaza, no encontramos
diferencias entre los tres grupos, con fo que se vié apoyada la nocién de que la sangre
periférica no es representativa de Jo que ocurre a nivel articular. Esto resulté mas
evidente al comparar las concentraciones del FNT en los dos compartimentos, i.e.,
sangre periférica versus liquido sinovial, en donde observamos una franca y clara
diferencia a expensas de mayor concentracion en el liquido sinovial. No obstante, esta

diferencia no se documentdé cuando comparamos la sangre periférica con las células
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de la mémbl‘aria“sin’oviél Este haI(azgo paradopco podrua ser reflejo de distintos

ongenes de Ias celulas del lquIdO y:d ovnal o bien que durante su

Ilberamon de la misma, hayan adqumdo caract |ona|es que’ las distinguen:
de las celulas sinoviales. : |

» Al analizar nuestro grupo de pacientés c;)n AR de acuerdo al tiempo de
évolucién de la enfermedad, observamos que esto no modificaba la produccién de
FNT. Aparentemente, las alteraciones observadas en AR estan presentes desde que se

inicia el dafio articular y se mantienen a lo largo de su evolucidn. La presencia de FNT

en el fiquido sinovial podria estar manteniendo la cronicidad del padecimiento.

Como parte complementaria del estudio se cuantificd la IL-1 en sus dos isoformas,
la alfa y la beta. Se encontré mayor cantidad de IL1 alfa en el liquido sinovial de los
pacientes con AR, sin.embargo, el andlisis estadistico no mostré diferencia significativa.
Al igual que con el FNT, las células de este sitio lo produjeron en mayor proporcién
tanto en forma espontanea como bajo el estimuto con LPS. Por otro Jado, en ias células
de la membrana sinovial no se logrd detectar la secrecién de esta citocina en todas las
muestras estudiadas y lo observado en sangre éeriféricalfue similar a lo encontrado con
FNT, i.e,, una gran dispersion sin tendencia clara en células no estimuladas. Sin
embargo, cuando las células se estimularon con LPS se logr6é observar una mayor
produccién de esta citocina por parte de las células de los pacientes con AR. No
obstante no haber encontrado diferencia significativa en la concentracién de IL-1 aifa

en liquido sinovial el resto de los hallazgos con este factor fueron del todo similares a
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los observados con eI FNT por Io que se puede'p

rnecanlsrnos de. regulamon de la] ta cnocn a, son snmllares a Ios de

"ncontramos, dlferenC|a en las
concentraciones de IL-1 alfa de acuerdo al tuempo de evolucnon de la enfermedad.

" Con lo que respecta a la isoforma beta de la !L-1 en el liquido sinovial, no encontramos
diferencias entre pacientes con AR y controles, Esto se explica por el tamano de la
muestra analizada. En cambio, las células obtenidas del liquido sinovial de los
pacientes con AR produjeron mayor cantidad de esta interleuquina tanto en forma
espontdnea, como estimuladas con LPS., Basados en esto se podria sugerir la
existencia de un mecanismo de regulacion alterado que al igual que con IL-1 alfay FNT
cbnduce amayor produccion de esta citocina. Sin embargo, cabe considerar que quiza
exista un incremento en el consumo autdcrino o paracrino de la IL-1 beta, que se refleja
en los bajos niveles detectados en el liquido sinovial y que contrasta con los altos
niveles de produccion por parte de las células aisladas del mismo. Por lo que respecta
a la produccidon de esta citocina por las células de la membrana sinovial, no se
encontraron diferencias, pero dado el tamano de la muestra y la dispersién observada,
no es posible afirmar nada al respecto. Suponemos, sin embargo que al igual que con
las otras citocinas estudiadas, las células del liquido sinovial de alguna forma se
encuentran activadas, a diferencia de las células de la membrana sinovial y esto
conduce a las primeras a secretar mayor cantidad de éstos mediadores. Por lo anterior,
se puede sugerir que existe una participacion activa de estos factores en el dano

articular.
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En cuanto al origen de estas moléculas, si bien son producidas por macréfagos y

celulas aﬁnes rementementese hademostra oquelascelulas T son capaces de
proaucir IL-6, TNF alfa y factor e‘stimulador de coloni-as, y e_ﬁ particular aquellas células
del vsubgrupo de ayuda con fenotipo CD4,-CD45. Estos hallazgos abren nuevamente
la discusién acerca del pape! de las células T en la !esién de la membrana sinovial
reumatoidea. Es conocido que el infiltrado inflamatorio durante las fases temprana de
formacién del panus es rico en células T CD4+, en contraste, estan diversos trabajos
que muestran una cantidad pobre de linfocinas proaucidas por estas células (IL-2, IL-3,
IFN 7). Es posible que la célula T y sus productos solubles, participen en la regulacidon
de las fases tempranas de la respuesta inmune, bien sea en la activacion per se del
macroéfago, del polimorfonuclear y/o de las células endoteliales. La perpetuacion del
dano sinovial estara a cargo de las consecuente participacion de los macréfagos y sus
factores liberados.

Los hallazgos de este estudio no nos permiten hablar de una secuencia de eventos
fisiopatolégicos, ya que ello ameritaria un abordaje distinto de los pacientes, en donde
por razones éticas no se puede tener un perfil en el tiempo, de la secrecién de cada
una de las citocinas, en incluso dado que todos ellos se tomaron en el momento de
‘ presentar datos clinicos, no podemos caracterizar la lesion temprana en AR.

Ala IQz de nuestros datos y de algunos reportes previos, parece ser que los
medicamentos de uso actual que tienden a modificar el curso de la AR, no lo hacen a
traves de estos mecanismos. De hecho en la actualidad, se ensayan nuevas

modalidades terapéuticas que incluyen el uso de bloqueadores de la accidén de
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citocinas (IL-1 principalmente y de moduladores de la activacién de las células CD4+

{anti CD4) con’ resultados promlsonos

P05|blemente y apoyado tambien en: nuestro' fel blanco de accién de

cualquier droga debena ser el macrofago puesto que su actlvac«on y la excesiva

produccion de ‘moléculas al ser bloqueadas,-contrlbuma a frenar el dafo articular.
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