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RESUMEN

La Artritis Reumatoide es una enfermedad inflamatoria sistémica y cronica, que afecta
principalmente las membranas sinoviales de las articulaciones periféricas. En estas
circunstancias, la inflamacion articular es el sintoma mas frecuente en la AR, lo cual
ocasiona dolor, erosion Osea, deterioro de la funcion e incapacidad del paciente.

A nivel mundial se estima una prevalencia entre 0.4 y 1.5 %, la ausencia de estudios en
México no permite dar una estimacion, sin embargo el INEGI-2005, reporta una
prevalencia entre 0,3 al 0,5% de la poblacion total, dentro de este porcentaje las mujeres
suelen estar mas afectadas, aunque la etiologia de la enfermedad es desconocida.

Por su parte las adipocitocinas son moléculas bioactivas que secreta el tejido adiposo y
que juegan un papel importante en el metabolismo energético corporal, al tiempo que
presentan efectos inmunoreguladores. En nuestro grupo de trabajo, se realizaron estudios
donde observamos un aumento significativo en la sangre y liquido sinovial de pacientes
con AR, de la adipocitocina Leptina, con respecto a donadores sanos

En el presente proyecto, hemos ampliado al estudio de la Leptina y la interaccion de otras
dos adipocitocinas, adiponectina y resistina asi como intentado dar solucion a la respuesta
heterogénea de la adipocitocinas en la enfermedad Artritis Reumatoide, limitando nuestro
estudio con individuos en condiciones nutricionales (indice de masa corporal, IMC), de
género (mujeres) y socioecondémicas semejantes, tanto en el caso de los pacientes como de
los donadores y correlacionando los resultados con pardmetros inflamatorios como auto-
anticuerpos, y citocinas (TNFa, IL-17 e IL-6), asi como con la actividad clinica.

Los resultados generales de nuestro estudio muestran que los pacientes con AR tienen
niveles significativamente mayores de leptina, con respecto a donadores (p<0.05) y que el
incremento de esta se acompafiaba de un incremento de adiponectina, pero no de resistina.
Haciendo notar de manera importante que el incremento en los niveles de adiponectina y
leptina no pueden explicarse por una variacién en la proporcion de grasa corporal, sino
mas bien como respuesta a la actividad inflamatoria, asi como el incremento de las
adipocitocinas se relaciona con pacientes con mayores indices de actividad clinica.

En paralelo se observd que cada adipocitocina parecia asociarse con etapas diferentes de la
enfermedad (temprana para la adiponectina y tardia para leptina), al tiempo que
observamos una correlacion positiva de leptina con IL-17, mientras que los niveles mayores
de Adiponectina se asociaban con TNFa, con factor reumatoide y anti péptidos citrulinados
ciclicos.

Estos resultados sugieren que estas adipocitocinas podrian participar durante el proceso de
la inflamacion sistémica y cronica, caracteristica de la AR. Al mismo tiempo, el monitoreo
de 2 afios de un subgrupo de pacientes de los niveles de Leptina/adiponectina podrian ser
utilizados como biomarcadores para el pronodstico de la enfermedad en pacientes mestizos
mexicanos
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SUMMARY

Rheumatoid Arthritis (RA) is a chronic autoinmune disease of unknown ethiology
that affects the sinovial membrane at the peripheral joints. The consequence of the joint
inflammation triggers the disease symptoms, such as pain, bone erosion, joint disfuntion
and physical disability. All over the world is estimated a prevalence between 0.4 to 1.5%,
although in México this information is incomplete, INEGI 2005 has estimated a prevalence
between 0.3-0.5% in the population. Finally, women are more affected by RA, suggesting
a role of sexual hormones in the disease ethiology.

On the other side, the adipocytokines are molecules secreted essentially by the
adipose tissue that play a fundamental role in the energy metabolism. Recently it have been
postulated effects over the immune system, proposing a immunoregulatory role. In a
previous study in our group, we observed higher levels of leptin in the peripheral blood of
RA patients with respect to healthy donors. With the aim of increase our knowledge about
the potential role of the adipocytokines in the systemic inflammation of RA patients, in the
present study we increased the size of the sample, we quantify the adipocytokines leptin,
adiponectin and resistin, at the same time that pro-inflammatory cytokines (IL-6 and IL-17)
and autoantibodies (rheumatoid factor and aCCP). Additionally, our sample of donors and
RA patients was paired with the respect adipose tissue proportion (Body Mass Index) and
gender (female).

The global results showed that RA patients had statistically higher levels of leptin
and adiponectin, with respect to healthy donors (p<0.05%), but levels of resistin were
similar between the groups. Interestingly, the increase of these adipocytokines was
independent of the BMI, suggesting a different mechanism depending of the inflammatory
status or the clinical activity of RA patients. Aditionally, we observed that leptin and
adiponectin seem to asociate with a different phase of the RA development: whereas the
adiponectin increased during the early phase, the leptin was higher at the late phase. We
also observed a significant correlation between leptin and IL-17 levels, whereas increase of
adiponectin was associated with the induction of TNF-a, Rheumatoid Factor and aCCP.

All these results suggest that adipocytokines are associated during the chronic and
systemic inflammation of RA patients. Increased serum levels could play a role during the
pro-inflammatory cytokine induction or the autoantibodies systhesis, although the
immunological consequences must to be confirmed by in vitro studies. Interesting, in a
two- year follow-up study of RA patients, we observed a significant correlation between
leptin and IL-17 levels and clinical activity, suggesting its use as clinical biomarker of RA
activity.
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I. INTRODUCCION
1. GENERALIDADES
1.1 ARTRITIS REUMATOIDE (AR)

Los procesos autoinmunes se caracterizan por el desarrollo de una respuesta
inflamatoria crénica como respuesta a la presencia de células o tejidos propios. Las causas
de esta perturbacion son desconocidas y se sugiere que sea el resultado de multiples
factores, tanto medioambientales como genéticos (Van der Helm-van et al, 2005). Dentro
de estas enfermedades, nos interesa destacar la Artritis Reumatoide (AR) tanto por
importancia epidemiologica como por su patogénesis. La AR es, una enfermedad
inflamatoria sistémica y cronica, que afecta principalmente las membranas sinoviales de las
articulaciones periféricas. En estas circunstancias, la inflamacion articular es el sintoma
mas frecuente en la AR, lo cual ocasiona dolor, deterioro e incapacidad del paciente. La
consecuencia mas comun de este cuadro inflamatorio cronico lo constituye la erosion de
cartilago y hueso, la deformacion progresiva de las articulaciones y la reduccion de la
movilidad articular, lo que puede llevar al enfermo a una severa discapacidad. Aunque las
manifestaciones se presentan regularmente en la poblacion adulta (de 20 a 60 afios), puede
comenzar a cualquier edad (Cardiel et al, 2002). Segtin estimaciones del IMSS, la AR es la
principal causa en nuestro pais que genera discapacidad en las personas adultas (Cardiel et
al, 2002). Aunque a nivel mundial se estima una prevalencia entre 0.4 y 1.5 %, la ausencia
de estudios en México no permite dar una estimacion, sin embargo el INEGI-2005, reporta
una prevalencia entre 0,3 al 0,5% de la poblacion total (Cardiel et al, 2002).

Debido a que las mujeres presentan una prevalencia tres veces mayor que la de los
varones, se sugiere que los estrogenos u otras hormonas sexuales pudieran participar en la
patogénesis de la enfermedad, aunque los estudios al respecto ofrecen resultados
discordantes (Ruiz et al, 2001). En contradiccion con lo anterior es que puede desarrollarse
esta patologia incluso en mujeres después de la menopausia (Zauli et al, 2003).

La influencia genética ha sido ampliamente descrita en esta patologia, sin embargo,
los estudios genéticos en pacientes han mostrado solo correlaciones parciales con algunos

pardmetros moleculares como: los alelos HLA-DRA1/4, PTPN22 (protein tyrosine
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phosphatase, nonreceptor type 22), PADI4 (peptidyl arginine deiminase Type 1V), CTLA4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), FcyRs (Fc receptors para IgG) y varios loci de
citocinas y receptores de citocinas como el que codifican para TNF-a, interleucina-1 (IL-1),
IL-10 e IL-18 (Cha et al, 2007; Gourraud et al, 2007; Michou et al, 2007). En general se
reconoce que el principal factor genético asociado al riesgo de desarrollar AR se localiza en
el locus DRBI, perteneciente a la region clase II del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC), que codifica la cadena beta de la molécula HLA-DR. Se ha
descrito una mayor frecuencia en desarrollar AR en individuos con la secuencia de
aminodcidos Gln-Lys-Arg-Ala-Ala en los residuos 70-74 de HLA-DR1. A esta secuencia
particular se le conoce como epitopo compartido (Del Rincén et al, 1999; Gourraud et al,
2007). En poblaciones caucasicas ha sido descrita su asociacion (Klareskog et al, 2006), sin

embargo, en otras poblaciones ha sido menos clara su importancia (Lee et al, 2007).

P =

Genotype
HLA-DR4 alleles
PTPN22 N

Microorganisms
Cther genes, such as
CTLA4, PADM and cytokines

\ /

Autoimmunity \ Pre-articular or
CCP-specific antibody = lymphoid phase
Rheurnatoid factor
Caollagen-specific response
GP39-specific response. ™

@] ®©

Microbial insult? Transition phase
Biomechanical events

Meurclogical events

Microvascular dysfunction

Environment
Smoking

4

Autoimmunity

Articular localization Articular phase
Cardiovascular dissase

Oistecporosis
Functional decline

Inflammation

Figura 1.- Esquema general de factores asociados a la enfermedad. Multiples factores han sido
considerados como posibles desencadenadores de la AR, entre ellos factores ambientales, factores
genéticos y mecanismos inmunolégicos como mimetismo molecular, Mclnnes et al, 2007

Sin embargo, estos factores se asocian parcialmente a la incidencia de la AR, lo cual
sugiere la participacion de otros factores en el desarrollo de esta enfermedad, tales como
ambientales e inmunologicos. Todo esto ha derivado en que se considere este desorden

como multifactorial (Choy et al, 2001; Klareskog et al, 2007). (ver Figura 1)
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1.2 ASPECTOS INMUNOLOGICOS

El recubrimiento sinovial constituye un tejido vascularizado que recubre las
articulaciones, manteniendo una presion negativa y asegurando la presencia de fluidos
lubricantes en el espacio articular. La capa externa de la capsula articular estd recubierta
por una coleccion densa de fibras de colageno. Asimismo, en el espacio articular, se
localizan algunas cé¢lulas adiposas, y finalmente, recubriendo el espacio articular, se
localiza la membrana sinovial (ver Figura 2). Esta membrana esta constituida por dos tipos
celulares caracteristicos: los sinoviocitos de tipo A y B, siendo las células del primer tipo
las que presentan funciones fagociticas y pueden interactuar con las células presentadoras
de antigenos (Binghman et al, 2002). Los sinoviocitos de tipo B presentan morfologia
fibroblastica y son los principales productores del acido hialurénico, el componente
mayoritario del liquido sinovial, y del intercambio de liquidos entre la sangre y la
membrana sinovial (Feldmann et al, 2001).

La inflamaciéon puede definirse como una reaccion defensiva local integrada por
alteracion, exudacion y proliferacion. La respuesta inflamatoria ocurre sélo en tejidos
conectivos vascularizados y surge con el fin defensivo de aislar y destruir al agente dafiino,
asi como reparar el tejido u organo dafado.La reaccion es desencadenada por estimulos
nocivos de muy diversa naturaleza: fisicos, quimicos y microorganismos como bacterias,
hongos y parasitos asi como alteraciones inmunitarias: como por ejemplo las respuestas de
hipersensibilidad o las autoinmunes (Abbas et al, 1999).

Las manifestaciones clinicas de la AR coinciden con la activacion e infiltracion de
los leucocitos hacia el liquido sinovial. Entre estos, los linfocitos reclutados en el liquido
sinovial producen citocinas que amplifican la respuesta inflamatoria, al tiempo de estimular
el reclutamiento de otras células inmunologicas a la articulacion, activando las células
residentes, y favoreciendo la produccion del liquido sinovial (Feldmann et al, 2001). En los
procesos inflamatorios agudos, la migracion leucocitaria se inicia con la expresion de
moléculas de adhesion (L-selectina, ICAM-1) en la superficie de los linfocitos. Esta
adhesion es débil y permite que las células “rueden” sobre la superficie de las células
endoteliales de los vasos sanguineos. La expresion de nuevas proteinas de adhesion permite

una unidon mas firme y estable. A continuacion, los leucocitos se deforman y migran entre
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las uniones de las células endoteliales (diapédesis), para posteriormente alcanzar los tejidos
0, en este caso, la membrana sinovial (ver Figura 2). Después de su llegada al tejido
sinovial, estas células pueden interactuar con los sinoviocitos de tipo A (macréfagos),
induciendo su activacion y proliferacion. Como consecuencia de esta interaccion, se activan
las células T y se estimula la produccién de citocinas pro-inflamatorias. Las citocinas,
contribuyen a la extravasacion de los leucocitos, al alterar la expresion de las moléculas de
adhesion. Numerosas citocinas regulan la adhesion celular, incluyendo la interleucina-18, y

el factor de necrosis tumoral (TNFa), dos citocinas abundantes en los pacientes con AR.

Femur

Synovial

Synoviccytes

Tibia

Extensive” Neutrophils
angiogenesis Eroded

Figura 2.- Patogénesis de la Artritis Reumatoide. Diagrama comparativo entre articulaciones
normal, con AR temprana y con AR establecida, en donde la infiltracion de leucocitos y factores
inflamatarios causan el dafio y severidad en la articulacion, Choy et al, 2001.

La membrana sinovial en pacientes con AR esta caracterizada por hiperplasia,
aumento de la vascularidad e infiltrado de células inflamatorias, principalmente células T
CD4", las cuales son las principales responsables de la respuesta inmune célular, esta
ultima definida como la respuesta especifica en la que los linfocitos T atacan y destruyen
células propias, tumorales o infectadas.

Por su parte, el complejo mayor de histocompatibilidad clase II (HLA-II) serd el
responsable de la presentacion de los péptidos antigénicos por las células presentadoras de
antigeno (CPA) a las células CD4" (Choy et al, 2001). Para poder explicar el caracter

autoinmune, a través de estudios se ha sugerido que la AR podria originarse por la
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generacion de antigenos artritogénicos, los cuales podrian encontrarse enriquecidos en las
articulaciones. Su presencia podria desencadenar una respuesta inmunoldgica clasica tipo
TH1, la cual derivaria en la inflamacién. Se han sugerido multiples candidatos para ser
considerados como auto-antigeno, dentro de los cuales se ha propuesto un origen tanto
exogeno (moléculas derivadas de infecciones viral o bacterianas (mimetismo molecular)
(Albani et al, 1992; Hoffman et al, 1997), como enddgena (moléculas derivadas de la
proteolisis parcial y/o modificacion quimica); sin embargo, hasta la fecha no se ha
identificado este antigeno.

Los mecanismos que protegen al organismo contra infecciones son los mismos que
causan la inflamacion crénica y destruccion del cartilago en la AR. Entre ellos podemos
resaltar los mecanismos de activacion de las células T, tales como la produccion de
citocinas pro-inflamatorias y la activacion de células T citotdxicas, macrofagos, y otras
células capaces de producir y activar metaloproteasas que erosionan el cartilago y el hueso,
llevando a la deformacién (Shingu et al, 1993). Al mismo tiempo, las células T CD4" de
memoria se acumulan predominantemente en el tejido sinovial, gracias a la expresion de
moléculas de adhesion, permitiendo su union al endotelio vascular y su movimiento hacia
el microambiente sinovial (Kong et al, 1999). A pesar de que la AR se considera una
patologia asociada a la respuesta inmune celular, la respuesta inmune humoral, que
involucra la activacion de las células B y la generacion de autoanticuerpos, parece jugar un
papel relevante, aunque poco entendido (Kroot et al, 2000).

Por su parte, las células T CD4', dependiendo del microambiente de sefiales
quimicas (citocinas) van a diferenciarse en fenotipos especificos, siendo los mas
reconocidos: a) Los linfocitos T colaboradores tipo 1 (Th1) se caracterizan por producir una
serie de citocinas pro-inflamatorias tales como IL-2, interferon gama, TNFa, que median
las respuestas celulares, mientras que; b) los Th2 produce citocinas (IL-4, IL-6, IL-10) y
que se encargan de la diferenciacion y activacion de los linfocitos B (inmunidad humoral),
¢) los Thl7, que requieren de TGF-B e II-6 para que los linfocitos CD4+ puedan
diferenciarse a este tipo celular y se caracterizan por la produccion de IL-17 y, d) los Treg
(CD4"/CD25"/FoxP3"). En la fase temprana de la AR, se observa una clasica respuesta de
tipo Thl. Sin embargo, en una fase cronica, concurren mecanismos tanto humorales como

celulares (Janeway et al, 2005).

16



Durante la inflamacion el endotelio emite sefales que estimulan la migracién de los
leucocitos. En la circulacion normal los leucocitos transitan suspendidos en el plasma
sanguineo en un flujo sin contacto directo con la superficie endotelial de los vasos. Sin
embargo, cuando los tejidos se dafian, se liberan citocinas pro-inflamatorias (IL-1B y
TNFa) que ocasionan modificaciones en las propiedades adhesivas de la célula endotelial
lo que permite la migracion de los leucocitos al sitio de la lesion (Janeway et al, 2005). La
dilatacion local de las vénulas induce la marginacion de los leucocitos que se desplazan
arrastrados por la circulacion “rodando” sobre el endotelio. Este proceso, suele
denominarse “rolling” es favorecido por la presencia de las proteinas de adhesion que
conllevan a una cascada de adhesion de varios pasos (ver Figura 3). Si durante el rodar, a
lo largo de la pared del vaso, los receptores de los leucocitos captan la sefial de una
sustancia quimiotactica, se activan induciendo un aumento de la afinidad de otro tipo de
proteinas de adhesion de los leucocitos, llamadas integrinas, como LFA-1y MAC-1 que
se fijan firmemente a los ligandos del endotelio como ICAM-1, produciendo que las células
se detengan sobre el endotelio.

Los factores quimiotacticos o quimiocinas son moléculas solubles que se difunden
pasivamente desde su sitio de produccion. Su interaccion con los receptores especificos en
la membrana de los leucocitos provocard cambios en la expresion de las moléculas de
adhesion, favoreciendo su migracion orientada en el sentido de su gradiente de

concentracion creciente.
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Figura 3.- Extravasacion de leucocitos hacia el foco de inflamacion.Ante un proceso
inflamatorio, leucocitos migran al foco de inflamacién, asi la extravasacion de estos, es un
proceso en el que participan en forma concertada y secuencial diversas moléculas de adhesion y
citocinas que hacen posible el desarrollo de las siguientes fases: Interaccion y adhesion inicial de
los leucocitos con el endotelio, rodamiento de leucocitos sobre el endotelio, activacion de los
leucocitos, adhesion firme al endotelio y extravasacion y migracion transendotelial a tejidos,
Janeway et al, 2005.

Una vez adheridos a la superficie endotelial siguiendo las sefiales direccionales
proporcionadas por los factores quimiotacticos (polarizados) y usando las integrinas para su
fijacion y traccion, los leucocitos se desplazan a través de los capilares y vénulas,
extendiendo pseudopodos a través de las uniones intercelulares del endotelio vascular
(diapedesis). Finalmente cruzan la membrana basal ingresando al intersticio y
concentrandose en esa zona (infiltracion leucocitaria) (ver Figura 3).

Se conoce que la inflamacion del sinovio generada por la artritis involucra una gran
cantidad de quimiocinas. Por ejemplo, quimiocionas tales como CCL2, CCL5 CCL21 y
CXCLI13 contribuyen a la infiltraciéon de linfocitos T en el sinovio. Otras quimiocinas
participan en el reclutamiento de otros leucocitos, la diapédesis y su retencion en el tejido
inflamado o también llamado “homing” (Kawahata et al, 2009). En todas estas actividades
las quimiocinas funcionan junto con las citocinas en regular tanto la expresion de células

inmunes como la de sus receptores. La expresion de quimiocinas y su importancia
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funcional en la Artritis Reumatoide ha generado vastos estudios donde son los blancos de
farmacos (Haringman et al, 2004), aunque no se ha logrado una terapia exitosa.

Los neutrofilos son las células predominantes en el fluido sinovial de los pacientes
con AR. En condiciones de inflamacion aguda por infeccion entre otras estrategias, los
neutrofilos son grandes productores de radicales libres del oxigeno(EROS) , lo cual elimina
niveles elevados de los microorganismos. En el caso de la AR, se han determinado elevados
niveles de EROS, posiblemente producto de estas células (Janeway et al, 2005).
Adicionalmente, también ocurre la activacion y acumulacién de macrofagos, los cuales
junto con linfocitos y fibroblastos, pueden estimular la angiogénesis, lo cual podria explicar
el aumento de la vascularidad encontrado en el sinovio de pacientes con AR (Choi et al,

2001).

1.3. DIAGNOSTICO

El diagnostico de la AR se basa en criterios clinicos propuestos por el American
College of Reumatology (ACR) (Clegg et al, 1987), los cuales consisten fundamentalmente
de la valoracion de paciente y del médico, asi también se toma en consideracion el nivel de
inflamacion y dolor articular, aunado con una evaluacién seroldgica (Velocidad de
sedimentaciéon globular (VSG), Proteina C reactiva (PCR), etc.). Aun en estas
circunstancias, los sintomas de otros tipos de patologia coinciden con la AR, de ahi la
necesidad de contar con elementos de deteccidbn temprana y especifico, para poder
diagnosticar la enfermedad de manera temprana.

Entre los biomarcadores méas empleados se encuentran los autoanticuerpos. Cuyos
niveles aumentan durante la vejez en personas “sanas”, sin embargo los pacientes con
algunos tipos de enfermedades autoinmunes presentan niveles altos aun a edad temprana.
Existe una gran heterogeneidad de autoanticuerpos aunque su efecto directo sobre el
proceso inflamatorio es poco conocido.

Las pruebas clinicas mas utilizadas determinan los niveles de los autoanticuerpos
especificos contra el dominio Fc de IgG/IgM 6 también conocido como factor reumatoide
(FR). Varios estudios mostraron que los pacientes con AR positivos para el factor
reumatoide suelen tener un curso clinico mas desfavorable, con mayor lesion estructural

articular y mayor frecuencia de manifestaciones extra-articulares que las seronegativas
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(Canete et al, 2000). Un factor reumatoide persistentemente elevado se asocia con
erosiones, asi como un bajo puntaje en el Cuestionario de Valoracion de la Salud (HAQ) y
un mayor nimero de articulaciones dolorosas y tumefactas. Cuando se analizan poliartritis
de inicio reciente (<l afio), el factor reumatoide puede ser un parametro importante. Sin
embargo, se ha evidenciado que la presencia del factor reumatoide no es especifica para la
AR, debido a que sus niveles se pueden detectar en el 5% de las personas sanas. La
frecuencia del factor reumatoide en la poblacion general aumenta con la edad siendo entre
el 10 al 20% de las personas mayores de 65 afos (Correa et al, 2004).

Otros desérdenes inmunologicos pueden coincidir con un alto nivel de FR. Entre
ellos se pueden citar el lupus eritematoso sistémico, el sindrome de Sjogren, hepatopatias
cronicas, sarcoidosis, fibrosis pulmonar intersticial, mononucleosis infecciosa, hepatitis B,
tuberculosis, lepra, sifilis, endocarditis bacteriana subaguda, leishmaniasis visceral,
esquistosomiasis y el paludismo. El factor reumatoide puede aparecer de forma transitoria
en personas normales tras una vacunacion, transfusion, y ser detectada en familiares de
pacientes con AR.

Por otro lado, se han observado que otras reactantes de fase aguda como la
ceruloplasmina y la proteina C reactiva (PCR) aumentan y correlacionan con la actividad
de la AR, asi como con la probabilidad de lesion articular progresiva. En afios recientes, los
clinicos de preferencia se refieren a los niveles de autoanticuerpos especificos para péptidos
citrunilados ciclicos (aPCC).

La citrulina es un aminodcido no esencial que no se incorpora a las proteinas
durante la traduccidn, sino ocurre por modificacion de los residuos de Arginina. La
citrulinacion constituye un cambio postraduccional producido por la peptidilarginina
deaminasa (PAD) sobre residuos de arginina. Los anticuerpos antiproteinas citrulinadas
fueron inicialmente descritos como antifactor perinuclear (APF) y, posteriormente como
anticuerpos anti-queratina (AKA) y anti-filagrina (AFA), hasta la identificacion del
antigeno comun, la citrulina (Sebbag et al, 2005). Las proteinas que se han identificado
como blancos citrulinados para los anticuerpos son diversas, entre las cuales la principal es
la filagrina, la vimentina y fibrina.

La citrulinacion no es un evento especifico de la membrana sinovial, sino que se

puede observar en diversos tejidos siempre asociada a la inflamacidon crénica, como en
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musculos de pacientes con polimiositis, tejido coloénico en pacientes con enfermedades
inflamatorias intestinales, amigdalas en pacientes con tonsilitis cronica y en bronquios de
fumadores (Makrygiannakis et al, 2006). En cambio, la generacién de autoanticuerpos
contra péptidos citrunilados s6lo ha sido observada en la AR. Los autoanticuerpos podrian
ser secretados localmente por células plasmaticas contra proteinas citrulinadas de la
sinovial inflamada, sin embargo, su presencia ha sido evidenciada tanto en sangre periférica
como en el liquido sinovial. (Vossenaar et al, 2004)

Varios estudios han sugerido que la citrulinacion tendria un papel patogénico,
vinculandola con el epitope compartido del HLA. En la presentacion antigénica a las
células T, la presencia de alelos HLA-DRB1 #0401 parece conferir susceptibilidad para el
desarrollo de la AR en poblaciones caucasicas (Gourraud et al, 2007). No se ha identificado
el o los antigenos desencadenante(s), se ha propuesto un modelo por el cual la secuencia de
aminodcidos en el HLA podria favorecer la respuesta autoinmune. En este sentido, la
secuencia 74-77, correspondiente al epitope compartido, constituiria un “pocket, P4” del
HLA capaz de interaccionar con los péptidos citrulinados debido a la ausencia de carga,
mientras que no seria accesible a la Arginina, a causa de su carga positiva (Hill et al, 2003).

Schellekens y colaboradores (1998) al estudiar un grupo de enfermos con AR de
inicio reciente, observaron que los niveles de aPCC fueron mas especificos que el FR para
esta enfermedad (96 frente al 91%), aunque ligeramente menos sensibles (48 frente al 54%)
y que la combinacién de las pruebas proporcionaba un alto valor predictivo para positivos
(91%) y para negativos (78%). En otro estudio (Lee et al, 2003) con 249 sueros
consecutivos se observo una diferencia mayor: 66% de sensibilidad y 90,4% de
especificidad para el aPCC, mientras que el FR hubo 71,3% y 80,3% respectivamente. En
resumen los diversos estudios realizados han confirmado que los aPCC son muy
especificos para la AR. En base a su alta especificidad y su presencia temprana durante la
patogénesis se sugiere que los autoanticuerpos podrian desempefiar un papel importante en
la patogénesis de la AR (Matsui et al, 2006). Adicionalmente, otros estudios propusieron
que los autoanticuerpos aPCC permitian monitorear la erosion 6sea y la deformacion. En
este sentido, en un estudio clinico longitudinal, Nell y colaboradores (2005) observaron que
los factores que mejor predicen el desarrollo de la AR son la asociacion entre FR y aPCC,

seguido por el aumento de los niveles de aPCC.
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De acuerdo con el trabajo de Kroot y colaboradores (Kroot et al, 2000), se predice
que los pacientes seropositivos para aPCC tienen un mayor dafio radiolégico después de
seis afios de seguimiento, comparado con pacientes aPCC negativos.

La determinacion de aPCC combinada con FR-IgM tiene valor adicional sobre la
determinacion aislada de FR en pacientes con poliartritis temprana. En un estudio se
demostrd que al combinar la determinacion de anti-AFA o aPCC con FR la especificidad de
AR alcanzo6 el cien por cien. Otro estudio demostrd una especificidad del 80 a 90%. Asi, se
podria afirmar que la determinacion de anti-PCC en la artriti reciente podria contribuir a
facilitar el diagnoéstico de las AR en fase precoz, tanto por si solos como en combinacion
con el FR (Hoffman et al, 2005; Kamoun et al, 2005; Gomez 2005).

En afios recientes, se han descubierto blancos de autoanticuerpos con mayor
especificidad que aPCC para la AR, presentando una especifidad de 98% para Vimentina
citrulinada, que corresponde a los autoanticuerpos anti-Sa, (Menard et al, 2000). Sin
embargo, ain no se comprende cabalmente la repercusion de estos autoanticuerpos sobre la

respuesta inflamatoria cronica.

1.4 PARTICIPACION DE LAS CITOCINAS EN AR

Las citocinas son una familia de proteinas de bajo peso molecular que regulan, la
inmunidad innata y la inmunidad especifica. Dado que algunas citocinas pueden ser
producidas por varios tipos celulares, muchas de estas citocinas a menudo pueden actuar
sobre muchos tipos celulares (Abbas et al, 1999). Su participacion individual se hace
particularmente dificil. En general, se considera que el perfil general de citocinas da una
mejor idea sobre los efectos posibles en las células blanco.

En este contexto, varios estudios clinicos y modelos animales han confirmado la
participacion importante de las citocinas en la respuesta autoinmune. Por ejemplo, los
tratamientos mas exitosos para el control de la respuesta inflamatoria en artritis se han
basado en la neutralizacion de citocinas pro-inflamatorias tales como TNF-a e IL-6
(Kremer et al, 2005). Como se describié previamente en la patogenia de la AR, el papel de
las citocinas es fundamental y una gran cantidad de estas moléculas se han caracterizado en

su participacion durante esta enfermedad.
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1.4.1 IL-6

En 1988 Kishimoto y colaboradores clonaron el cDNA de la interleucina humana,
BCDF/BSF-2, la cual fue posteriormente nombrada como interleucina-6 (IL-6) (Hirano
1986). Casi al mismo tiempo fue determinado su receptor: con un dominio extramembranal
(IL-6r) e intermembranal (gp130), estos fueron caracterizados respectivamente en 1986 y
1988 (Tanabe et al, 1988).

La IL-6 es una glicoproteina helicoidal de 20 a 30 Kd cuyo gen se localiza en el
cromosoma 7 (Mock et al, 1989). Bajo condiciones normales, la principal fuente de IL-6
son células inmunes, células endoteliales y adipocitos.

La AR fue una de las primeras enfermedades inflamatorias en la que se describié un
importante aumento en los niveles de IL-6, detectable tanto en el plasma como en el tejido
sinovial. (Nawata et al,1989; Hovdenes et al, 1990).

Se considera que los principales efectos del aumento sistémico de la IL-6 en el
curso de la AR son el aumento de los reactantes de fase aguda (RFA) como la proteina C
reactiva por lo tanto, la amiloidosis secundaria (SSA), la anemia de enfermedad cronica, la
osteoporosis sistémica y el incremento del riesgo vascular. Recientemente se confirmoé su
importante participacion en la diferenciacion de las células T hacia el fenotipo Thl7, las
cuales han mostrado un papel activo en desordenes inflamatorios, asi como en la
destruccion articular de pacientes con AR (Kotake et al, 1999; Pickens et al, 2010).
También, IL-6 estimula la resorciébn 6sea y puede jugar un papel importante en la
osteoporosis peri-articular caracteristica de la AR temprana (Mclnnes et al, 2007).

En el tejido sinovial, tanto las células mononucleares del infiltrado como los
fibroblastos sinoviales o siniviocitos de tipo B parecen contribuir en la secrecion de IL-6.
Aunque varias de las células implicadas en la sinovitis (condrocitos, sinoviocitos,
fibroblastos, endoteliales) parecen no expresar el receptor ILOR en su membrana, se ha
sugerido su activacion dependiente de IL-6 mediante un mecanismo de transefializacion.

Los efectos locales o sistémicos de la IL-6 en las células del sistema inmunitario,
las células B autoinmunitarias o diferentes poblaciones de células T se desconocen en el
contexto de la AR. Sin embargo sus funciones en estas células y su participacion en los

modelos animales para la artritis son mejor conocidos.
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Los modelos animales permiten sugerir que la IL-6 no sélo es importante en los
mecanismos de inmunorregulacion, sino que es un importante efector de la inflamacion
cronica y destruccion tisular. Varios estudios proponen que el aumento de IL-6 se asocia
con la generacion del foco inflamatorio. Este microambiente se completa con la induccién
de quimiocinas tales como MCP-1 y la expresion de moléculas de adhesion las cuales
permiten modificar el ingreso de neutréfilos por el de células mononucleares (Lisignoli et
al, 2002).

Ademas de sus amplios efectos en el reclutamiento celular, IL-6 modifica la
respuesta de las diferentes células que infiltran en la membrana sinovial, como se describe a
continuacion. La IL-6 modula la respuesta de los linfocitos T y B infiltrantes del tejido
sinovial y participa en el reclutamiento de monocitos, contribuyendo a su diferenciacion y
activacion. (Mclnnes et al, 2006)

Los efectos de la IL-6 en los fibroblastos sinoviales incluyen efectos en su
crecimiento y sobrevivencia; asi como modulacion de la sintesis de otros factores
fibroblasticos como las quimiocinas, VEGF o RANK. De esta manera, puede contribuir a la
inflamacion cronica (reclutamiento celular y angiogénesis) y a la erosion ¢sea (Van Snick
et al, 1990). Aunque los efectos directos de la IL-6 en el cartilago son poco conocidos,
parece inhibir la sintesis de proteinas de la matriz del cartilago e inducir la sintesis del
inhibidor tisular de metaloproteinasas (TIMP) (Van Snick et al, 1990). Finalmente, Uno de
los efectos mas estudiados de la biologia 6sea es el efecto osteoclastogénico de IL-6, el cual
se sugiere ocurre por mediacion de la induccion de RANKL en células de la estroma y los
osteoblastos. Por lo tanto, de forma similar a otras citocinas, la IL-6 tiene potentes efectos
sobre el remodelado 6seo, con capacidad para producir osteoclastogénesis y erosiones

locales. (Riminucci et al, 2003).

1.4.2 TNF-o.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es miembro de un grupo de citocinas que
estimulan la fase aguda de la reaccion inflamatoria. Es una hormona glicopéptidica formada
por 185 aminoacidos, derivada de un propéptido formado por 212 aminoacidos.

Genéticamente el TNF-a esta relacionado con el cromosoma 6p21. La liberacion de TNF-a
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produce activacion local del endotelio vascular, liberacion de oOxido nitrico con
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular, lo que conduce al reclutamiento de
las células inflamatorias, inmunoglobulinas y complemento provocando la activacion de los
linfocitos T y B. También puede ocasionar un aumento en la activacion, la adhesion
plaquetaria y la oclusion vascular, efecto de donde proviene su nombre. (Abbas et al, 1999)

Las funciones del TNF-a se deben a que se une a 2 receptores distintos que se
localizan en diferentes células como neutrofilos, células endoteliales y fibroblastos.
Ademas, estos receptores se han encontrado en estado soluble en el suero y liquido sinovial
aunque su funcién no es bien conocida (Deleuran et al, 1992).

En el contexto de la AR, se ha observado que la sobreexpresion de TNF-a e IL-1
parecerian ser importantes tanto en el proceso inflamatorio como en el dafio articular
(Feldmann et al, 2001). En este sentido, se ha visto que en el liquido y tejido sinovial de
pacientes con AR existen concentraciones elevadas de TNFa y que en ratones transgénicos
que sobreexpresan esta citocina, desarrollan un fenotipo con sintomas semejantes al AR
(Malfait et al, 2001). Sumado a lo anterior, los resultados del tratamiento con anticuerpos
monoclonales anti-TNFa en pacientes con AR, han demostrado un beneficio clinico
significativo, permitiendo incluso detener la progresion de la enfermedad en los pacientes
respondedores (Feldmann et al, 2001).

Existen diversas condiciones clinicas, demograficas y genéticas que se han asociado
con una evolucion mas severa de la AR. Dentro de estas ultimas se ha investigado la
asociacion de los polimorfismos de TNF-a (Feldman et al, 2001) con la severidad de la AR.
Estudios realizados, han demostrado una asociacion independiente del polimorfismo
microsatélite de TNFo2 con una enfermedad més erosiva. Por otro lado, el genotipo -
238GG se asocia también a una forma severa de la enfermedad, mientras que los genotipos
-238GA y +498GG se asociarian con una menor progresion de la AR (Vinasco et al, 1999;,
Fabris et al, 2002)

Con el objetivo de dar una vision general sobre la participacion de las citocinas
sobre el desarrollo de la AR, la Tabla I se resume la relacién de las principales moléculas

involucradas con esta enfermedad.
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Tabla-1 Participacion de las citocinas en la patogénesis de la Artritis Reumatoide

CITOCINA | EXPRESION EN ) FUNCION POTENCIAL EN LA PATOGENESIS
LA ARTICULACION
IL-la  y/o | Monocitos, células B, | T Citocinas de fibroblastos sinoviales, quimiocinas,
IL-1B fibroblastos sinoviales, | MMP, iNOS vy liberacion de PG; Tcitocinas
condrocitos monociticas, activacion de osteoclastos; Isintesis
GAG, TiNOS, MMP y agrecanasa;
expresion de la molécula de adhesion endotelial
IL-18 Monocitos, PMN:s, | Diferenciacion de células T (células Thl con IL-12;
Células dentriticas | células Th2 con IL-4); activacion de células NK,
(CDs), plaquetas, | liberacion de citocinas, lsintesis de GAG de
células endoteliales condrocitos, expresion de iNOS, liberacion de citocinas
por monocitos y la expresion de la molécula de
adhesion, activacion de PMN liberacion de citocinas y
migracion.
TNF-a Monocitos, células T | T Activacién de monocitos, liberacion de citocinas y
y B, células NK, | PG; Tpriming PMN, apoptosis y estallido oxidativo;
PMNs, c€lulas | apoptosis de células T, regulacion clonal y disfuncion
c'ebad.as, fibroblastos | del TCR; Texpresion de la molécula de adhesion
sinoviales Y | endotelial, liberacion de citocinas; { proliferacion de
osteoblastos fibroblastos sinoviales y sintesis de colageno, TMMP y
liberacion de citocinas; T liberacion de acidos grasos
desde adipocitos, efectos endocrinos.
LTay/o Células T, monocitos | Desarrollo de organo linfoide periférico; tiene
LTp fibroblastos bioactividades similares a TNF.
sinoviales.
RANKL Células del estroma, | Estimula la reabsorcion en el hueso por la via de la
osteoblastos, células T. | maduracidn y activacion de osteoclastos; modulacion de
las interacciones entre células T y CD
BAFF Monocitos, células T, | Proliferacion de células B, secrecion de anticuerpos,
CDs cambio de isotipo y sobrevivencia; co-estimulacion de
células.
APRIL Monocitos, células T | Proliferacion de células B
IL-172 Células Th17, | Tcitocinas de fibroblastos sinoviales y liberacion de
fibroblastos sinoviales | MMP; osteoclasgénesis; hematopoyesis; ¥ sintesis de
GAG por condrocitos ; Tproduccion de citocinas por
leucocitos
IL-12 Macrofagos, CDs Maduracion y  proliferacion de células  Thl;
citotoxicidad de células T y NK; activacion de células
B.
1L-23 Macrofagos, CDs Proliferacion de células Th17
IL-7 Fibroblastos sinoviales | Expansion y sobrevivencia de células T; activacion de
monocitos? macrofagos; regulacion  hematopoyética; regulacion
timica; maduracion de células NK.
IL-15 Monocitos, células B, | Quimiocinesis de células, activacion y mantenimiento

células cebadas,
fibroblastos sinoviales,
PMNs y CDs

de memoria ;diferenciacion de células B y cambio de
isotipo; activacion de células NK y citotoxicidad,
activacion de fibroblastos sinoviales;
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activacion/supresion macréfago (dosis dependiente);
activacion de PMN expresion de la molécula de
adhesion y estallido oxidativo.

IL-10 Monocitos, células T y | TLiberacion de citocinas del macrofago, iNOS y
B, expresion del receptor soluble, YROI; liberacion de
CDs, células | citocinas de las células T;
epiteliales d expresion MHC, induccién de anergia, maduracion y

funcién efectora (?) de células TReg; ‘Vactivaciéon y
liberacién de citocinas en CD; { liberacién de colageno
y MMP en fibroblastos sinoviales; Tcambio de isotipo
en células B

IL-6 Monocitos, Proliferacion y produccion de anticuerpos de célulasB;
fibroblastos sinoviales, | hematopoyesis 'y  trombopoyesis;  proliferacion
célulasBy T diferenciacién y citotoxicidad de células T; Trespuesta

hepatica de fase aguda; Tefectos neuroendocrinos

Oncosta- Monocitos y células T | Diferenciacion del megacariocito; Tliberacion de TIMP

tina M activadas y citocinas en fibroblastos sinovialese, Treactivos en

fase aguda,

1 inhibidores de proteasas; ¥ liberacion de TNF en
monocitos, d funcion efectora de IL-1; T efectos
neuroendocrinos y liberacion de corticosteroides;
modulacion de osteoclastos (?)

TGFpB Fibroblastos Reparacion de heridas, mantenimiento de la matriz y
sinoviales, fibrosis; proliferaciopn de células TH17 y TReg;
monocitos, células T, | proliferacion y funcion efectora de células NK;
plaquetas activacion inicial y posterior supresion de la respuesta

inflamatoria; Tquimioatrayente de leucocitos en fase
temprana, expresion de gelatinasa e integrina; activacion
temprana y supresion posterior de macréfagos;
Jexpresion iNOS

Familia Células epiteliales, | Regula la quimiotaxis, mitosis y los procesos de

BMP fibroblastos sinoviales, | diferenciacién durante la condrogénesis y osteogénesis;

(BMP2- tejidos mesenquimales | morfogénesis del tejido

BMPI15) embridnicos

PDGF Plaquetas, macrofagos, | Factor de crecimiento paracrino y/o autocrino para
células endoteliales, varias lineas; reparacion
Fibroblastos sinoviales

Familia Fibroblastos Crecimiento y diferenciacion del mesenquima, epitelio y

FGF sinoviales, células neuroectodermicas
Monocitos

VEGF Monocitos, células | Angiogenesis
endoteliales,
fibroblastos
Sinoviales

IL-32 Células epiteliales, | Liberacion de citocinas, PG y MMP de macrofagos
monocitos ,
fibroblastos sinoviales

MIF Macrofagos, células T | TFagocitosis del macrofago, liberacion de citocinas y

activadas, fibroblastos

NO; activacion de células T, DTH; proliferacion de
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sinoviales fibroblastos,
Expresion de COX, expression de PLA2 y actividad
oxidoreductasa (‘citozima’)

IFNs Amplia expression Efectos  inmunomoduladores;  Texpresion MHC;
Tipo I activacion de macrofagos; activacion, diferenciacion,
sobrevivencia, alteraciones del citoesqueleto de
linfocitos (antiproliferative)

Tsobreexpresion, |expresion baja, PG prostanglandinas, MMP metaloproteinasas, PMN
polimorfonucleares, T reg células T reguladoras, TH1 respuesta tipo uno, NK células natural killer,
GAG glucosaminoglicanos, MHC complejo mayor de histocompatibilidad, TGFB factor de
crecimiento tumoral beta, NO oxido nitrico, MIF factor inhibitorio de migraciéon, COX
ciclooxigenas, PLA2 fosfolipasa, BMP proteina morfogenética de hueso, IFN interferon.

2. ADIPOCITOCINAS

En afios recientes se ha reconocido que el tejido adiposo secreta varias moléculas
bioactivas llamadas adipocinas o “adipocitocinas” que provienen principalmente del tejido
adiposo blanco (TAB) y que parecen jugar un papel importante en la homeostasis de varios
procesos fisiologicos. Entre estos procesos se puede incluir: la ingesta de alimentos, la
regulacion del equilibrio energético, la accion de la insulina, el metabolismo de la glucosa
la secrecion por ejemplo de, proteina estimuladora de acilacion (ASP), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), resistina, leptina y adiponectina; también
participan en la remodelacion de la vascularizacion, la regulacion de la presion arterial y la
coagulacién con moléculas como el angiotensindgeno y el inhibidor del activador de
plasmininogeno (PAI-1)] (Bays et al, 2004).

En el humano, el tejido adiposo se divide en el tejido adiposo marréon (TAM) que es
el encargado de la termogénesis y el tejido adiposo blanco (TAB), encargado del
almacenamiento de la grasa y la secrecion de citocinas (Dusere et al, 2000). Como tejido
secretor, el TAB presenta varias caracteristicas particulares:

a) El TAB no estd confinado en una sola region, se encuentra distribuido a través de todo el
organismo en depositos individuales que no estdn conectados fisicamente, por lo que se
sugiere algun tipo de comunicacién. Sin embargo, no se conocen los mecanismos de
interconexion.

b) El TAB estd constituido por diferentes tipos celulares, entre los cuales se incluyen:
fibroblastos, preadipocitos, adipocitos maduros, y macrofagos, los cuales contribuyen,

en mayor o menor grado, en la funcion secretora del TAB.
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c) El tejido adiposo es sumamente heterogéneo en términos de sus capacidades
metabolicas, de acuerdo con su localizacion visceral o subcutanea.

d) Algunas adipocinas también son secretadas por tejidos diferentes al adiposo y no se
puede determinar con exactitud cudl es la contribucidon de un tejido en particular en sus
niveles circulantes. Ademas, es poco lo que se conoce con respecto a los mecanismos
moleculares involucrados en la regulacion, biosintesis, secrecion y efectos biologicos de
las adipocitonas (Fried et al, 1998; Duserre et al, 2000; Mora et al, 2002).

Varios estudios sugieren que la expresion y sintesis de las adipocinas esta regulada en
base a las alteraciones del TAB, sean o no en condiciones patologicas. Por ejemplo, se ha
observado que la obesidad ocasiona una respuesta inflamatoria crénica caracterizada por la
produccion anormal de citocinas y la activacion de vias de senalizacion relacionadas con
las respuestas inflamatorias (Wellen et al, 2003). Un aspecto interesante es que la
interrelacion entre inflamacion cronica y desordenes tales como la obesidad, la diabetes
tipo 2 (DT2), la enfermedad cardiovascular y al sindrome metabolico, lo cual permite
sugerir que coinciden en los mecanismos moleculares. Un elemento mas a considerar es
que actualmente somos testigos de un incremento en la prevalencia del aumento de peso y
de la obesidad en la poblaciéon mundial, pardmetro que se viene a sumar a otros factores
ambientales-nutricionales en el estudio de diferentes patologias. Por lo tanto, el cambio en
el perfil de adipocitocinas expresadas durante la obesidad conlleva elementos nuevos a
considerar para entender el desarrollo de enfermedades complejas como la DT2, el
sindrome metabdlico y la AR (Sanchez-Mufioz et al, 2005).

De manera reciente se han reunido evidencias experimentales que apoyan
fuertemente la participacion de las adipocinas en la regulacion de la respuesta inmune vy,
particularmente, en la respuesta inflamatoria. Entonces, la expansion del tejido adiposo
durante el aumento de peso generalmente va a derivar en un aumento en los niveles de
adipocitocinas tales como leptina, ghrelina (otra adipocitocina que secreta el TAB) y
resistina, las cuales parecen ejercer efecto sobre células del sistema inmune, modificando su
activacion y regulacion. Adicionalmente, de manera caracteristica durante la obesidad, se
ha observado el reclutamiento de macrofagos, via el ligando de quimiocina (CCL2), entre

otras sefiales (Kanda et al, 2006). Estos macréfagos activados pueden fagocitar los
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adipocitos en proceso de apoptosis, dando origen a las células espumosas, las cuales va

amplificar la inflamacion local y sistémica (Tilg et al, 2006) (ver Figura 4).
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Figura 4.- Adipocitocinas: mediadores entre el tejido adiposo, inflamaciéon e inmunidad. El
tejido adiposo involucra funciones ademas de metabdlicas también inmunoldgicas secretando
factores inflamatorios como lo son las adipocitocinas entre otras, Herbert et al, 2006.

2.1 LEPTINA

El avance en el conocimiento de la leptina ha permitido ampliar las perspectivas de
la investigacion de los agentes que regulan el contenido graso del organismo, el balance
energético corporal y los mecanismos que dan inicio al desarrollo puberal. Todo esto ha
permitido sugerir que el tejido adiposo es también una glandula endocrina, siendo uno de
sus productos principales la leptina. Esta molécula puede intervenir de forma dinamica
tanto en la regulacion de la ingesta alimentaria como en el balance energético del
organismo. La publicacion de mas de 8000 articulos cientificos (Pubmed, enero 2010)
sobre la leptina muestra el interés por conocer su fisiologia y su potencial participacion en
la génesis de diversas enfermedades.

La leptina es una proteina plasmatica no-glicosilada constituida por 167 aminoacidos

y masa de 16 kDa, la cual se transcribe a partir del gen denominado Ob (Villasefior et al,
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2002). El gen de la leptina humana se localiza en el cromosoma 7q31.3 y esta constituido
por mas de 15,000 pares de bases, conteniendo una regién promotora para su regulacion,
tres exones y dos intrones (Zhang et al, 1995). Esta proteina es producida principalmente
por el tejido adiposo blanco, aunque otros tejidos participan en su sintesis, tales como el
tejido adiposo marrén, endotelio y cartilago. La funcion con la que se identifica a la leptina
parece ser la regulacion del peso corporal, la ingesta de alimentos y el aumento de la tasa
metabolica (Bokarewa et al 2003; Auwerx et al, 1998). De acuerdo con esto, varios
estudios han observado que los niveles plasmaticos de leptina son proporcionales con la
masa corporal (Otero et al, 2006).

Por otra parte, actualmente se reconocen multiples isoformas del receptor para la
leptina, tanto en ratas como en humanos; las cuales comprenden tanto formas cortas como
largas (Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re y Ob-Rf) (ver Figura 5). Desde el punto de
vista estructural, el receptor estd conformado por 3 regiones: 1) una zona extracelular
compuesta de aproximadamente 816 aminoéacidos, 2) un dominio transmembranal de 34
aminoacidos y 3) un dominio citoplasmatico efector compuesto por 303 aminoacidos, el
cual es responsable de la activacion de las sefiales intracelulares. Los receptores humanos y
de rata tienen gran similitud en la secuencia de aminoacidos tanto del dominio extracelular
(78%) como del intracelular (71%) (Tartaglia et al, 1995).

El receptor mas largo corresponde a un polipéptido de alrededor de 1000 aa (Ob-
Rb), insertado en la membrana plasmatica y presenta dominios extracelular,
transmembranal e intracelular; esto ultimo sugiere que puede transducir senales hacia el
interior de la célula, el cual adicional a las diferentes isoformas del receptor membranal se
ha observado una forma que carece de los dominios intracelular y transmembranal (Ob-Re),
lo cual posiblemente implique que pueda funcionar como proteina de transporte de la
leptina en el plasma (ver Figura 5) (Tartaglia et al, 1995).

Mientras que las formas largas (OB-RL) predominan en el hipotdlamo, las formas
cortas (OB-Rs) se encuentran en los demas tejidos. Como se observa en la Figura 4, los
receptores Ob-Rb (forma larga) parecen mediar los efectos a nivel intracelular,
principalmente por intermediacion de las proteinas JAK-STAT3 y MAPKs (Matarese et al,
2005).
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Por su parte, las isoformas cortas (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd y Ob-Rf) se han
relacionado con el transporte de la leptina y con la regulacién del sistema inmune (Otero et

al, 2005) (ver figura 5).
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Figura 5. Representacion esquematica de la estructura general de los diferentes
subtipos de receptores de leptina (ObR). Las regiones de alta homologia entre los
diversos subtipos estan representadas por los mismos simbolos; el nimero total de residuos
de aminoacidos estd indicado en la parte inferior del esquema correspondiente a cada
subtipo Simon et al, 2002.

En un inicio, la relacién entre la leptina y la respuesta inmune habia sido sélo
teodrica, basado en el hecho de que varias células de importancia inmunologica presentaban
receptores para la leptina (Otero et al, 2005). Posteriormente, estudios in vitro e in vivo han
confirmado que la leptina puede ejercer diferentes efectos, tales como la diferenciacion de
linfocitos hacia el fenotipo Thl (Matarese et al, 2005; Tilg et al, 2006). Debido a su
semejanza estructural y por el mecanismo de accion, se ha relacionado el receptor de la
leptina con el receptor gp130, el cual forma parte en la familia de las citocinas de la IL-6

(Nakashima et al, 1997). En monocitos y macrofagos, la leptina incrementa la produccion
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de algunas citocinas pro-inflamatorias tales como TNF-a, IL-6 ¢ IL-12. (Gainsford et al,
1996). También regula la expresion de factores pro-angiogénicos y pro-inflamatorios, como
CCL2 y factor de crecimiento endotelial vascular en células madres hepaticas humanas
(Alleffi et al, 2005). Se ha observado que el efecto sobre estas células esta mediado por la

activacion de NF-KB y Akt/PI3K (Alleffi et al, 2005).
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Figura 6.- Ligando y Receptor de Leptina. Leptina se une a su receptor (OBRb) en células
inmunes activa una via de sefializacion promoviendo la traslocacion de STAT3 al nucleo y la
consecuente expresion de citocinas inflamatorias, Herbert et al, 2006.

La leptina puede también activar neutréfilos, inducir un incremento de expresion de
CDI11b, estimular la proliferacion de monocitos de sangre periférica in vitro y favorecer la
sobreexpresion de marcadores de activacion tal como CD25 (también conocido como
II-2R) y CD71 (el receptor transferrina). La leptina induce la secrecion de TNFa por
macrofagos, efecto que es inhibido por la adiponectina globular via la cascada de
fosforilacion de las MAP cinasas (ERK1, ERK2 y p38) (Fantuzzi et al 2005; Matarese et al,
2005). Ademas, la leptina estimula el reclutamiento de neutrofilos, la produccion de
especies  reactivas de oxigeno (ROS) y regula la diferenciacion de células NK,

proliferacion, activacion y citotoxicidad. Se considera que la mayoria de estos efectos estan
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mediados a través de la isoforma larga del receptor de leptina (Ob-Rb), la cual se expresa
por células endoteliales y varios leucocitos (Tian et al, 2002), sin embargo ha sido escaso el
estudio funcional sobre las otras versiones del receptor.

De acuerdo a su papel pro-inflamatorio, la deficiencia de leptina favoreceria un bajo
nivel de citocinas pro-inflamatorias, menor respuesta Thl y, en términos generales, la

inhibicién de la inflamacion (Faggioni et al, 2000).

2.2 ADIPONECTINA

La molécula codificada por el gen Apml, que ha sido mapeada en el cromosoma 3
(3927) y que codifica una proteina de 244 aminoacidos denominada adiponectina. Su
estructura consiste en un dominio fibroso semejante al del coldgeno y un dominio globular
semejante al factor de complemento Clq. La adiponectina existe como un trimero, la
forma fibrosa asociada a tres dominios globulares (adiponectina de bajo peso molecular)
asi como sufrir un corte protelitico dejando solo al fragmento globular. La adiponectina de
bajo peso molecular puede dimerizarse formando un hexdmero el cual se demonima
adiponectina de mediano peso molecular, y esta a su vez oligomerizarse para formar un
polimero denominado adiponectina de alto peso molecular. Fue reportada por primera vez
en 1995 por Scherer y colaboradores .

La adiponectina, también conocida como Acrp30 o adipoQ, es una proteina
expresada exclusivamente en adipocitos diferenciados, y cuyo papel en la respuesta
inflamatoria aparentemente es opuesto al efecto de la leptina (ver Figura 7).

Dos receptores para adiponectina han sido identificados de manera relativamente
reciente, y se expresan en tejidos sensibles a la insulina, como el musculo esquelético,
higado, pancreas o tejido adiposo.La adiponectina en su forma globular parece activar a
ADIPOR1, mientras que ADIPOR2 se relaciona con la forma larga de la adipocitocina
(Yamauchi et al, 2003).

Los niveles séricos en humanos de la adiponectina se encuentran entre los 5-10
microgramos por mililitro y aparentemente se encuentra inversamente relacionado a la
cantidad de grasa visceral (Comuzzie et al, 2001). En este sentido, se ha observado que los
acidos grasos libres derivados de la grasa visceral parecen inducir efectos en musculo y

endotelio a través de estimular la expresion de TNFa. A su vez, la presencia de TNFa
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induce sefiales en el interior del miocito y la célula endotelial, via la participacion de dos
tipos de segundos mensajeros citosolicos denominados JNK (Janus-C-terminal kinasas) y
MAPK cinasas (cinasas activadoras de la mitogénesis), las cuales bloquean las acciones de
la insulina a través de bloquear la sefalizacion de su receptor para facilitar el transporte de
glucosa (Friithbeck et al, 2006). Adicionalmente, estas rutas de sefalizacion estan
relacionadas con la via inflamatoria més potente conocida como la via NFkB/IKK, al final
del cual se activa al factor nuclear NFkB , este factor induce modificaciones en la expresion
génica sobre blancos, induciendo la expresion de las moléculas de adhesion, la resistencia a
la insulina, la disfuncién endotelial y aterogénesis, entre otras (Frithbeck et al, 2006).
Todas estas acciones al parecer pueden ser inhibidas por la presencia de niveles elevados de
adiponectina, lo cual sugiere que el TNFa y la adiponectina podrian ser considerados

antagonistas moleculares.
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Figura 7.- Receptor, ligando y funcién de adiponectina en la inflamaciéon. Adiponecina se une a
su receptor (ADIPOR1) en células inmunes activa una via de sefializacion promoviendo la
expresion de citocinas anti-inflamatorias, e inhibiendo la activacion de NF-kb, Herbert et al, 2006)

La interaccion intracelular entre la adiponectina y el TNFa ha sido bien
caracterizada en macrofagos y células endoteliales (Ouchi et al, 1999), (ver Figura 7). En
este modelo, se ha observado que la presencia de adiponectina parece inhibir la expresion
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de NFkB y, en consecuencia, las moléculas de adhesion ICAM y VCAM en la célula
endotelial. Asi también, la adiponectina parece inhibir la proliferacion y migracion de
c¢lulas de musculo liso vascular y bloquear la expresion del receptor “scavenger” tipo A en
macrofagos, inhabilitdndolos para englobar LDL oxidadas (Goldstein et al, 2004). En su
conjunto, estos efectos sugieren que la adiponectina favorece una respuesta disminuida que
alivia los desordenes metabolicos, similares a la obesidad, sindrome metabolico y
resistencia a la insulina.

En resumen, se sugiere que la adiponectina viaja desde la grasa por el torrente
sanguineo y penetra al endotelio vascular para bloquear los tres pasos mas importantes de la
formacion de la placa ateromatosa:

a) Bloquea la migracidn y activacion de las células de musculo liso vascular,

b) Bloquea la expresion de las moléculas de adhesion ICAM y VCAM, bloqueando de
esta manera la penetracion de monocitos al endotelio y su diferenciacion en
macréfagos

c) Bloquea en la activacion de los propios macréfagos via la inhibicion de la expresion de
sus receptores scavenger y de esta manera evitar la captura de LDL oxidadas y la
formacion de la célula esponjosa.

Es por esto que en la actualidad, el estudio del sindrome metabolico reconoce la
participacion de factores de las vias endocrino-metabdlicas, protrombdticas y pro-
inflamatorias donde la perturbacion del tejido adiposo, puede generar alteraciones tanto
metabolicas como inflamatorias.

Otros efectos que la adiponectina podria inducir son: estimulacion de la expresion
de citocinas anti-inflamatorias como la interleucina 10 (IL-10) y el receptor antagonista de
IL-1 (IL-1RA). La adiponectina también reduce significativamente la capacidad fagocitica
de los macrofagos. Finalmente, estd adipocitocina parece disminuir la activacion y
proliferacion de linfocitos T limitando su respuesta durante la inflamacién (Diez et al,

2003).
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2.3 RESISTINA

La resistina es un polipéptido monomérico de 12.5 kDa que se puede formar de
oligdbmeros. Se sugiere que se sintetiza por los macrofagos del tejido adiposo, aunque se
desconoce gran parte de su fisiologia. Se le dio este nombre para resaltar su participacion

de la resistencia a la insulina. (Steppan et al, 2001)
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Figura 8.- Activacion a través de resistina a su receptor. Resistina se une a su receptor que no
es conocido, en células inmunes activa una via de sefalizacion promoviendo la activacion de
NFxb y la consecuente expresion de citocinas inflamatorias, Herbert et al, 2006

Segun los estudios in vitro, la resistina muestra una potente accion proinflamatoria y
se sabe que este efecto es dependiente de NFkp; por esto, se sugiere que antagoniza los
efectos de la adiponectina (Borakewa et al, 2005). Sin embargo, las acciones inmunoldgicas
directamente causadas por la resistina no son totalmente conocidas, en especial las
relacionadas con la inmunidad adaptativa. Se reconoce que la resistina activa los
macrofagos, favoreciendo la liberacion de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-12,)
(Silswal et al, 2005; Kaser et al, 2003). Un aspecto particularmente interesante es el hecho
de que sus efectos muestran una potencia igual o superior a las endotoxinas, como LPS

(Lerkhe et al, 2004) (ver Figura 8). La resistina también podria influir en la inflamacion al
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estimular la expresion de moléculas de adhesion vascular y favoreciendo la infiltracion de

leucocitos (Verma et al, 2003).

2.4 ADIPOCITOCINAS Y ARTRITIS REUMATOIDE

En base a lo descrito, las adipocitocinas presentan multiples efectos sobre los
mecanismos de regulacion de la inflamacion local y sistémica. En este contexto, se puede
sugerir que los procesos autoinmunes, como la AR podrian verse modificados por
situaciones tan comunes como la obesidad o alteracion de los niveles de adipocitocinas. De
ahi que resulte interesante el estudiar la posible relacién entre los niveles de las
adipocitocinas y la actividad clinica de pacientes con AR.

A ese respecto, se han realizado varios estudios para evaluar la posible participacion
de las adipocitocinas (Tabla 2) en la AR, sin embargo los resultados han sido muy
heterogeneos e incluso controversiales. Mientras algunos grupos observaron una clara
correlacion entre el incremento del nivel de leptina/resistina con la actividad de la
enfermedad, la predisposicion a la cronicidad y respuesta al tratamiento convencional, en
otros estudios no se observd esta asociacion. Entre los factores que pudieran ayudar a
explicar la heterogeneidad de estos estudios se puede mencionar: el disefio de los estudios
clinicos, la heterogenecidad de los pacientes, el indice de masa corporal (IMC) de los
pacientes, las diferencias geograficas y medioambientales de los sujetos, las diferencias
técnicas en las determinaciones bioquimicas. Todo esto resalta la importancia de parear las
poblaciones de estudio, al tiempo de realizar una evaluacion integral, tanto de la respuesta
clinica como de los pro-inflamatorios (citocinas), si queremos describir la posible

asociacion con los niveles de las adipocitocinas.
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Tabla 2.- Relacion adipocitocinas y Artritis Reumatoide.

ANO NO. EDAD SEXO PROTEINA IMC DAS28 DURACION | CONCLUSIONES
1999 58 25-59 ? 13.7+ 94 | 25vs24ctr | 11.3(>2.7) 9.5£9.5 No diferencias entre controles y
(55) Leptina 17.8 (<2.7) pacientes. Correlacién con BMI
[1.8-3.6]
2002
2003 76 64+12 48/28 6.2+1 -- Erosivo vs non- | 14-8 Aumento  significativo de  leptina
(42) (42+14) (22/12) (5.2+1.2) erosivo plasmatica en pacientes. Menor leptina
(2+0.6) sinovial en pacientes, se sugiere su
consumo
2005 68 9 43/25 7.8+4.4 17 -- - No hay diferencias significativa entre
(32) 9) 21/11) (8.6£5.3) (19) controles y pacientes. Relacion de leptina
con edad y sexo
2005 38 47.6+£2 20/18 14.3£1.9 - 8+7 Mayor nivel de leptina en pacientes
(44.3£2) | (26/6) (9.2+1.3) aunque no fue significativa
2005 31 41£15 11/20 6vs4.2 25vs23 H 48%<3.2 6.7 (1-11) No hay diferencia significativa, ni
(18) (38.4) 9/9) 15vs13.4 26vs22M | 52%>3.2 cambio después de 2 semanas con anti-
TNF
2006 31 46+14 22/9 33.9+7.3 26+0.6 - - Diferencia significativa en niveles de
(18) (48+16) (10/8) (13.3£3) (24.3£0.8) leptina, adiponectina y visfatina
ELISA
2006 32 30/2 5+1 22.840.8 - -- Tratamiento con adalimumab por 16 sem
no modifico nivel de leptina
2006 50 56.3x12 41/9 53.2+37 26.8+£5.7 <5.1(19) 10£9 Nivel mayor de leptina en pacientes, pero
(34) (53£12) (28/6) (23+17) (25.8£3.6) >5.1 (31) no relaciona con actividad o con
ELISA tratamiento (MTX, glucocort)
2007 41 49+12 33/8 3.91+6.1 24.2+3 -- 6.7 No hay diferencia entre controles y
(25) (51+13) (19/6) (4.94+6.4) (23.74£3) pacientes
ELISA
2007 50 40.7£10 Mujeres 14.2+11 <25(20-22) | Actividad alta | 0.1-3 Hay diferencia  significativa  entre
(+active (4.840.9, 26) pacientes activos y poco activos. El nivel
7+3.4) Baja active de leptina baja tras 8-13 meses de
(-activo) (2.4+0.7, 24) tratamiento DMARD.
2007 30 60.2+15 Mujeres 11.2425 Ranks BMI | 3.3-4.8 (15) 2-35 No hay correlacion entre leptina e IMC,
(30 >4.8 (15) edad, actividad. Posible relacion con
OA) Indice de Filtracion Glomerular
2008 37 58.6+20 .? 26.7 (M) 26.4+9 <5.1, 46% 2-26 No hay relacion entre nivel de leptina y
8.6 (H) >5.1, 54% actividad. Posible relacién en pacientes
[5-35] >10 afios
2003 52 67.4- 39/13 22 pg/mL | 27.8 - - Entre pacientes con OAR Y AR, no hay
73.9 adiponectina diferencia entre los niveles.
2006 31 — | - - Se encuentran en niveles elevados
respecto a controles
2003 52 67.4- 39/13 resistina[74.6 | 27.8 -] - Hay correlacion entre VSG y PCR. Se
73.9 ] ng/Ml encontraba 10 veces mds en pacientes
con AR que en pacientes con OAR
2006 31 -- - Resistina - - - Niveles iguales que en donadores

DMARD medicinas que cambian el curso de artritis reumatoide, OAR osteoartritis, PCR proteina C
reactiva, IMC indice de masa corporal, VSG velocidad de sedimentacion globural, DAS28 indice de
actividad de AR.
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II. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Desde hace tres afios nuestro grupo de trabajo, en colaboracion con los Hospitales
Generales de Cuernavaca y de México, se ha enfocado en la evaluacion clinica e
inmunologica de los pacientes con AR, con el objetivo de identificar nuevos blancos
terapetticos y/o describir nuevos biomarcadores de su desarrollo o respuesta al tratamiento.
En este contexto, en un estudio previo (Gonzalez, 2007) se evaluaron los niveles
plasmaticos y de liquido sinovial de leptina en una poblacion de pacientes con AR
establecida. En ese trabajo se observo una concentracion significativamente mayor de
leptina circulante en sangre y liquido sinovial de pacientes, con respecto a sangre de
donadores sanos. Asi mismo los niveles de leptina se asociaron con un mayor indice de
actividad de la enfermedad (DAS28). Cabe hacer notar que las poblaciones de estudio
estuvieron controladas ya que el grupo control de donadores como de pacientes fueron
mayoritariamente mujeres con sobrepeso (IMC 28.5£3).

Sin embargo, en ese estudio la poblacion de pacientes con AR fue pequeina, asi como
solo se considerd la participacion de la leptina. Con la idea de obtener una imagen integral
de las adipocitocinas y factores pro-inflamatorios, se decidi6 ampliar este estudio previo,
para evaluar los niveles de otras 2 adipocitocinas (adiponectina y resistina), asi como
evaluar los niveles de citocinas pro-inflamatorias (TNFa, IL-17 e IL-6). Los resultados de
este estudio podrian sugerir que los factores adipogénicos participan durante la inflamacion
cronica de pacientes con AR.

Resulta importante resaltar que el acercamiento clinico sera de un enorme valor, toda
vez que este tipo de evaluaciones no han sido realizadas con pacientes mestizos mexicanos,
y por resultados preliminares de nuestro laboratorio, se podria considerar que la poblacion
de pacientes mexicanos tiene una respuesta muy diferente a la de poblaciones caucasicas,
tanto en el desarrollo de la patologia como en su respuesta al tratamiento. Por todo lo
anterior, los resultados del presente estudio podrian ser de utilidad al especialista en el
momento de hacer un diagnostico y dar seguimiento de los pacientes. Finalmente, los
resultados de este estudio harian pertinente la caracterizacion molecular de los mecanismos

del efecto de las adipocitocinas sobre las células del sistema inmune.
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I1I1. HIPOTESIS

Las evidencias previas sugieren que las adipocitocinas (leptina, adiponectina y
resistina) participan en la respuesta inflamatoria, proponemos que la modificaciéon en los
niveles perfil de las adipocitocinas estd asociada con la respuesta clinica y con la

expresion diferencial de citocinas pro-inflamatorias en pacientes con AR.
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V. OBJETIVO

Evaluar la relacion entre las adipocitocinas, las citocinas pro-inflamatorias y la respuesta

clinica de pacientes con artritis reumatoide.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar los niveles de adiponectina, leptina y resistina) en sangre de donadores y

pacientes con AR .

2.- Determinar el nivel de citocinas pro-inflamatorias circulante (TNFa, IL-6, IL-17)

3.- Evaluar la posible asociacion entre las adipocitocinas, citocinas pro-inflamatorias y

actividad clinica de pacientes con AR.
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V. METODOLOGIA

5.1 COLECTA DE MUESTRAS

Pacientes

Las muestras de sangre de los pacientes con Artritis Reumatoide se reclutaron en dos

centros hospitalarios: el Hospital General de Cuernavaca “Jose G. Parres” y el Hospital

General de México (2006-2008), en colaboracion con los responsables del servicio de

Reumatologia, y en funcién de los criterios de inclusion y exclusion. (ver Apéndice).

l.

2.

Los criterios de inclusion para este estudio fueron los siguientes:
Pacientes que hayan asistido a las consultas cotidianas en los hospitales citados.

Pacientes que hayan sido diagndsticado como AR, segun los criterios del ACR, 1987.

. Pacientes cuyo diagnostico haya sido corroborado por analisis de laboratorio (FR, PCR,

VSG).

. Pacientes que hayan voluntariamente aceptado participar en el presente estudio y donar

una muestra de sangre.

. Pacientes que hayan voluntariamente aceptado determinar sus parametros corporales:

peso y talla.

. Pacientes mayores de 18 afios y sin otras enfermedades inflamatorias u obesidad

morbida.

. Pacientes con AR activa que reciban un tratamiento a base de FARMES y cuyo

tratamiento no haya sido modificado durante los tltimos tres meses previos al estudio

Criterios de exclusion para este estudio fueron:

1. Pacientes que no asistieron a las consultas en el Hospital

2. Pacientes sin diagnostico o con diagnostico incompleto.

3. Pacientes con alguna otra patologia. (p. ejemplo, Diabetes mellitus)

4. Pacientes que no aceptaron participar en el presente estudio: donar sangre y/o medir

parametros corporales.
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5. En caso de pacientes con sexo femenino que estuvieran embarazadas o en periodo
post-menopausico

6. Pacientes con otros tipos de artropatias.

Donadores.

Las muestras sanguineas de donadores fueron obtenidas con colaboracion del Centro
Estatal de la Transfusion Sanguinea (CETS) de Morelos. Con el fin de comparar grupos de
individuos con caracteristicas semejantes, se seleccionaron sélo aquellos donadores que
cumplieron con las siguientes caracteristicas:

a) Asistir al CETS al servicio de donacion de sangre.

b) Aceptar voluntariamente participar en el presente protocolo de investigacion.

c) Ser de género femenino y con edad entre 30 y 60 afos.

d) Estar sana y ser negativa para las pruebas basicas para la donacion de sangre (VIH,
Hepatitis, Herpes, Brucella, etc.).

e) No cursar con enfermedades inflamatorias.

Las muestras de sangre de los pacientes se obtuvieron el mismo dia de la consulta y
evaluacion clinica de cada paciente, valoracion que fue alamacenada en una base de datos
unica y con acceso electronico por parte de los colaboradores (http://www.zoho.com).

La toma de sangre se realizé en Vacutainer/EDTA estériles, y el mismo dia, se aislo
el plasma y las células mononucleares. Para su separacion en condiciones de esterilidad, la
sangré se colecto en tubos de 15 ml estériles, y se centrifugaron durante 7 minutos a 1,500
rpm a temperatura ambiente. Se hicieron alicuotas del plasma y de las células y estas se
almacenaron a -70° hasta su analisis, permitiendo generar un banco de plasmas para el
estudio de citocinas asi como de los marcadores de la enfermedad (anti-PCC, factor
Reumatoide) y un banco paralelo de DNA para otros estudios como la tipificacion de genes
asociados a la enfermedad. Con el fin de evitar la contaminacion de las muestras una vez

descongeladas, se afiadid 0.01% de azida de Sodio (NaN3) previo a su almacenamiento a

4°C,
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5.2 OPTIMIZACION DE PROTOCOLOS DE CUANTIFICACION
(ELISA)

En este estudio se utilizo la técnica de ELISA para determinar los niveles de Leptina,
adiponectina, resistina, IL-17, IL-6 y TNFa en el plasma de donadores y pacientes con AR.

El principio de la técnica es mostrado en la Figura 9.
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Figura 9. Protocolo general de la técnica de ELISA. Incialmente, se incuba la placa de 96 pozos
con la dilucion de plasma, permitiendo el acoplamiento, entre otras, las citocinas en estudio
(representado por puntos rojos). Posteriormente, se bloquea los espacios no ocupados por las
citocinas. A continuacion, se incuba con el anticuerpo especifico de la citocina en cuestion (en
amarillo) y se lava el exceso de anticuerpo. Luego se agrega un anticuerpo secundario acoplado con
la enzima HRP (asterisco azul). Finalmente, se agrega el sustrato de la enzima, lo cual genera un
cambio de color, que puede cuantificarse en el lector de ELISA.

En la Figura 10 se esquematiza el disefio general de los ensayos por ELISA
empleados para la evaluacion de todas las muestras plasmaticas. El volumen para cada pozo

fue de 100 pl.
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Figura 10.- Diseiio general de los ensayos para cuantificacién de citocinas por ELISA. Se
muestra la region reservada para la curva estandar y los pozos destinados en las muestras
plasmaticas.

A) Pre-Incubacion

A los pozos A, By C de la columna 1 (ver Figura 10), se agregd 100 ul de NaHCOs y
fueron considerados como el blanco del sistema. El control negativo (pozos A, By C de la
columna 2) estuvo constituido por plasma control en presencia de anticuerpo irrelevante
(Un anticuerpo con el que se asegurara que no hubiera un falso positivo). Por su parte, en el
control positivo se utilizo el plasma control, correspondiente a una muestra de donador, en
presencia del anticuerpo especifico. Con el fin homogeneizar los resultados entre placas, se
conservo el mismo plasma control para todos los ensayos. Asimismo, la curva patron sirvio
para estandarizar los resultados generales. Finalmente, las muestras de donadores y
pacientes se distribuyeron en el resto de los pozos (D-H, 1-12), en ensayos por triplicado.
Una vez que se adicionaron las muestras de plasma, se sello la caja con plastico y se

almaceno durante toda la noche a 4°C.
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Para cada determinacion se emplearon ensayos por triplicado, donde el resultado de
cada muestra correspondié al promedio + desviacion estandar. La concentracion de las

citocinas fue determinado por la interpolacion en la curva patron.

B) Bloqueo y primer anticuerpo.

Posteriormente a la incubacion en frio, se lavaron las placas 3 veces con 200 ul de
amortiguador de lavado (PBS, Tween-20 0.05%). Después de cada lavado se removio el
exceso de amortiguador, golpeando la placa sobre un papel absorbente. A continuacion, se
bloquearon los pozos por la incubaciéon con 100 ul/pozo de una solucion de leche
descremada al 5% en buffer de lavado (amortiguador de bloqueo) durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Al finalizar la incubacidn, se volvieron a lavar las placas 4 veces con buffer de
lavado. Posteriormente, se agregaron 100 pl de una solucion del anticuerpo especifico para
la citocina (primer anticuerpo), (véase Resultados) en la solucion del amortiguador de

bloqueo. El ler. anticuerpo se incub6 durante una hora a temperatura ambiente.

C) Anticuerpo secundario

A continuacion, los pozos se lavaron 4 veces con el amortiguador de lavado vy,
después, se adiciond la solucion del segundo anticuerpo, los cuales se encuentra acoplado a
la peroxidasa de rdbano (HRP). De igual forma que el primer anticuerpo, la solucion del
segundo anticuerpo se hizo con amortiguador de bloqueo y se agregaron 100 pl de esta

solucion en cada pozo, donde se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente.

D) Revelado

El siguiente paso consistié en la preparacion de la solucion de revelado [8 mg de
OPD (ortofenilendiamina, P9029, J.T. Baker), 80 ul de peréxido de hidrégeno, y 7.91 ml de
citrato de Sodio pH 5.0]. Posterior al lavado final de la placa (4 veces) con buffer de
lavado, se agregaron 100 pl/pozo de la solucion de revelado fresca y se mantuvo en
incubacion, en la obscuridad, durante 1 hora. Posteriormente, se detuvo la reaccién por

adicion de 100 pl de H,SO4 4N (J.T. Baker). Finalmente, unos minutos después de detener
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la reaccion, se procedio a leer las placas en un lector de ELISA (Ultramak ELISA, Bio Rad)

a una longitud de onda de 490 nm.

5.2.1 ELISA PARA LEPTINA

Para la determinacion de los niveles de leptina, se realizaron ensayos con diferentes
diluciones de plasma, concluyendo que la mejor condicion fue la dilucion 1:8000. Para
todos los ensayos de determinacion de leptina se agregaron 100 pl de plasma 1:8000 en
buffer de NaHCOs. Tanto los plasma de donadores como de pacientes fueron diluidos de
igual manera para determinar los niveles de leptina en sangre.

Como se explico en el protocolo general para la realizacion de ELISA, las muestras
de plasma fueron incubadas durante toda la noche a 4°C en la placa de 96 pozos.
Posteriormente al periodo de bloqueo, se adicion6 como primer anticuerpo Ob A-20, rabbit
polyclonal IgG 200 pg/ml (Santa Cruz Biotech.), a una dilucion de 1:800 en leche al 5% en
PBS-Tween-20, y se incubd en cada pozo de la placa durante 1 hora. Tras los lavados en
soluciéon de PBS-Tween-20, se adiciond como anticuerpo secundario anti-IgG de conejo-
HRP (Santa Cruz) a una dilucion final de 1:500 en leche al 5% en PBS-Tween-20. La
reaccion colorida y su evaluacion se realizo en las condiciones descritas en la seccion
anterior.

Para la determinacion de la concentracion de leptina, se establecié una curva patrén
con leptina recombinante humana (Sigma. Cat: 195807, Lot: 6424H 500 UG.) con
concentraciones crecientes desde 10 hasta 60 ng, (ver Resultados). De esta curva se

obtuvieron las siguientes constantes: m= 0.001175 y b= 0.0218, (n=3).

5.2.2 ELISA PARA ADIPONECTINA

En el proceso de estandarizacion, se observd que la dilucion de plasma 1:25,000 en
amortiguador de carbonatos pH 9.3 nos dio resultados reproducibles y sensibles al efecto de

dilucién (ver seccion de Resultados).
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Por su parte, el primer anticuerpo empleado fue anti- Acrp30 goat polyclonal IgG 200
ug/ml, clona G17 (Santa Cruz Biotech.). Este anticuerpo se empled a una dilucion de
1:1000 en leche al 5% en PBS-Tween-20, y se adicionaron 100 pl de la solucion en cada
pozo de la placa durante 1 hora. Tras los lavados en solucion de PBS-Tween-20, se
adiciono el anticuerpo secundario correspondiente a anti-IgG de cabra-HRP (Santa Cruz
Biotech) a una dilucion final de 1:1000 en leche al 5% en PBS-Tween-20.

Para la determinacion de la concentracion de Adiponectina, se establecid una curva
patrén con adiponectina recombinante humana (PeproTech. No. Cat. 450-24. Lot
1107331k2007) con concentraciones crecientes de 1 hasta 10 ng. De esta curva se

obtuvieron las siguientes constantes: m= 0.04542 y b= 0.0899 (n= 3).

5.2.3 ELISA PARA RESISTINA

Para la determinacion de los niveles de esta citocina, se observé que la dilucion de
plasma 1:50000 nos daba lectura que se consideraron optimas para el estudio.

Para lo cual se agregaron 1 pl de plasma en 12.5 ml de NaHCOs3, seguida de una
dilucion en cantidades equitativas (700 ul de dilucion de suero: 700 pul de NaHCOs), para
obtener una dilucion de 1:25,000 de igual forma se hizo la siguiente dilucion, la cual nos
permiti6 llegar a la dilucién deseada, 1:50,000.

Tanto los plasma de donadores y pacientes fueron diluidos exactamente igual para
determinar los niveles de resistina en sangre.

Como se explico antes, las muestras de plasma fueron incubadas durante toda la
noche a 4 °C, para posteriormente, lavar con el buffer de lavado y bloquear en leche clavel
al 5% en PBS-Tween-20. El primer anticuerpo (anti-resistina, mouse monoclonal IgG; 200
png/ml) se prepard a una dilucion de 1:1000 en leche al 5% en PBS-Tween-20, y se
agregaron 100 pl de la solucion en cada pozo de la placa durante 1 hora. Tras los lavados
en solucién de PBS-Tween-20, se adiciono el anticuerpo secundario (anti-IgG de mouse -
HRP, Santa Cruz Biotech) a una dilucion final de 1:1000 en leche al 5% en PBS-Tween-20.

Como se mencion6 en el protocolo para ELISA indirecta se obtuvo una reaccion la
cual fue leida a través del lector de placas de ELISA, para posteriormente realizar su

analisis.
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Para la determinacion de la concentracion, se prepard una curva patrén con resistina
recombinante humana (PeproTech. Cat.# 450-19. Lot# 0604235 D3007) con
concentraciones crecientes de 0.1 hasta 2 ng. De esta curva se obtuvieron las siguientes

constantes: m = 0.07621 y b = 0.08905 (n = 3).

5.2.4 ELISA PARA TNFa

Para la determinacion de los niveles de esta citocina, en pacientes con AR y
donadores se emple6 el plasma a una dilucion de 1:6000 (ver seccion de Resultados. Para
lo cual se agregaron 1 pl de plasma en 12.5 ml de NaHCO3, seguida de dos diluciones
seriadas 2 (700 pl de dilucion de suero: 700 pl de NaHCO;). Tanto el plasma de
donadores y de lospacientes con AR fueron diluidos exactamente igual para determinar los
niveles en sangre

El primer anticuerpo (anti-TNFa, goat polyclonal IgG 200 pg/ml) se prepar6 a una
dilucién de 1:600 en leche al 5% en PBS-Tween-20, y se agregaron 100 ul de la solucion
en cada pozo de la placa durante 1 hora. Posteriormente, tras los lavados en solucion de
PBS-Tween-20, se adiciono el anticuerpo secundario (Donkey anti-IgG de goat-HRP, Santa
Cruz) a una dilucion final de 1:1000 en leche al 5% en PBS-Tween-20.

Como se menciond en el protocolo para ELISA indirecta se obtuvo una reaccion la
cual fue leida a través del lector de placas de ELISA, para posteriormente realizar su
analisis.

Para la determinacion de la concentracion, se prepard una curva patréon con TNFa
recombinante humana (PeproTech. No: Cat# 300-01A. Lot# 0604CY25 K155) con
concentraciones crecientes de 1 hasta 8§ ng. De esta curva se obtuvieron las siguientes

constantes: m =0.1844 y b=0.09172 (n = 3).

5.2.5 ELISA PARA INTERLEUCINA-17 (IL-17)

Para la determinacion de los niveles de IL-17, se observé que la dilucion de plasma

1:8000, daba las lecturas optimas para el estudio de esta proteina en pacientes con AR (ver
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seccion de Resultados), para lo cual se agregaron 1 pl de plasma en 8 ml de NaHCO; y se
vortexeo para obtener una mezcla uniforme.

Tanto los plasma de donadores y pacientes fueron diluidos de igual manera para
determinar los niveles de la citocina en sangre.

Como se explicd en el protocolo para la realizacion de ELISA indirecto, las muestras
de plasma fueron incubadas durante toda la noche a 4 °C, para su absorcion,
posteriormente, se lavéd con solucion de lavado y se bloqued en leche carnation al 5% en
PBS-Tween-20.

El primer anticuerpo (anti IL-17, rabbit polyclonal IgG 200 pg/ml) se prepard a una
dilucién de 1:800 en leche al 5% en PBS-Tween-20, y se agregaron 100 pl de la solucién
en cada pozo de la placa durante 1 hora. Posteriormente, tras los lavados en solucion de
PBS-Tween-20, se adicion6 el anticuerpo secundario (anti-IgG de conejo-HRP, Santa Cruz
Biotech) a una dilucion final de 1:500 en leche al 5% en PBS-Tween-20.

La reaccion obtenida fue evaluada se realizo en idénticas condiciones a las descritas
en el protocolo descrito para ELISA indirecto.

Para la determinacion de la concentracion de IL-17, se prepard una curva patréon con
IL-17 humana (Peprotech. Cat: 200-17, Lot: 03284.) con concentraciones crecientes de 1
hasta 32 ng,. De esta curva se obtuvieron las siguientes constantes: m = 0.005273y b =

0.1522n=3

5.2.6 ELISA PARA INTERLEUCINA-6 (IL-6)

Para la determinacion de los niveles de IL-6, se observd que la dilucion de plasma
1:6000, daba las lecturas optimas para el estudio de esta proteina en pacientes con AR (ver
seccion de Resultados), para lo cual se agregd 1 pl de plasma en 6 ml de NaHCO; y se
mezclo para obtener una mezcla uniforme.

Tanto los plasma de donadores y pacientes fueron diluidos de igual manera para
determinar los niveles de Interleucina 6 en sangre.

Como se explico en el protocolo para la realizacion de ELISA indirecto, las muestras

de plasma fueron incubadas durante toda la noche a 4 °C, para su absorcion.
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Posteriormente, se lavd la placa con solucion de lavado y se bloque6 en leche clavel al 5%
en PBS-Tween-20.

El primer anticuerpo (anti IL-6, mouse polyclonal IgG 200 pg/ml, Santa Cruz
Biotech) se prepard a una dilucion de 1:800 en leche al 5% en PBS-Tween-20, y se
agregaron 100 pl de la solucion en cada pozo de la placa durante 1 hora. Tras los lavados
en solucion de PBS-Tween-20, se adiciond el anticuerpo secundario (anti-IgG de conejo-
HRP, Santa Cruz) a una dilucién final de 1:1000 en leche al 5% en PBS-Tween-20. La
reaccion colorida y su evaluacion se realizo en idénticas condiciones a las descritas en la
seccion anterior.

Para la determinacion de la concentracion de IL-6 , se prepard una curva patrén con
leptina recombinante humana (Prepotech Sigma. Cat: 200-06 Lot: 0203B16 F2508.) con
concentraciones crecientes de 0.1 hasta 6 ng. De esta curva se obtuvieron las siguientes

constantes: m=0.001175y b= 0.0218, (n = 3)

53 EVALUACION CLINICA Y DETERMINACION DE
AUTOANTICUERPOS

La wvaloracion clinica de los pacientes se realizd en base a los criterios
internacionales (ACR1987), de acuerdo a la escala conocida como DAS28 que nos califica
la actividad clinica que tiene el paciente con AR. Esta evaluacion fue realizada con la
colaboracion por el Dr. Daniel Xibille, encargado del Servicio de reumatologia del Hospital
General de Cuernavaca “José G. Parres” para todos los pacientes.

El analisis se realizo a través del plasma de pacientes con AR, que previamente habia
sido obtenido en el procesamiento de muestras, a través de andlisis de Laboratorio, los
parametros estudiados y analizados fueron el factor reumatoide y los anti péptidos

citrulinados.

5.4 ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis estadistico se realizd a través del programa estadistico PRISM v5.01, utilizando

las pruebas estadisticas, One way Anova Spearman y Mann Whitney.
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5.5 REACTIVOS

Tabla 3.- Reactivos y soluciones

NOMBRE COMPOSICION CONCENTRACION/pH
Bicarbonato de sodio -8.4 g NaHCOs3 0.1 M,
-100ml agua destilada Ph 9.6 ajustado con NaOH

IN

Leche

-0.5g leche clavel
sin grasa
-10 ml PBS Tween-20

5%

PBS Tween-20
(solucién de lavado)

-PBS 1X:

8 g NaCl

0.2 g KCl

1.2 g Na2P04
0.2 ¢ KHPO,

-Tween-20 700ul

pH 7.4 ajustado con HCI
IN, aforado 1 litro

0.007%

Solucion de revelado:

-7.91 ml de citrato de
sodio:

2.941 de citrato de Sodio
100 ml de Agua destilada

-80}11 de HzOz.
-80 mg OPD
(Ortofenilendiamina)

pH 5 ajustado con Acido
Citrico 0.1M

H,SO4

-21.53 ml HzSO4
-100 ml agua destilada

4N

Azida de Sodio

- 1g de azida de Sodio
- 100 ml de Agua Milliq

1%
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VI. RESULTADOS

6.1 POBLACIONES DE ESTUDIO.

Este estudio se realizd en una poblacion de 131 pacientes y 90 donadores, el IMC,

de los pacientes como se puede ver en la tabla nos indica que la poblacion de estudio es

obesa. Los pacientes en promedio tienen una enfermedad activa (DAS 4.6), una edad

promedio de 46 afios, una proporcion de gener6 de 15:1 es decir para cada 15 mujeres hay

un hombre.

Tabla 4.- Datos demograficos

Pacientes | Donadores | p

m=131) | (n=90)
Género (F/M) 123/8 85/5 ns
Edad (DE) 46 (12) 32.6 (8.74) | P<0.05
IMC"(DE) 26.7 (4.26) | 28.7(4.3) |ns
Tiempo de evolucion (DE) | 8.2 (8.5) NA -
DAS28 (DE) 4.60 (1.5) | NA -
FR [U/ml] 628.5 (870) | NA -
aPCC [U/ml] 111.7 (82) | NA -
Leptina [ng/ml] 0.31(0.1) |0.23(0.05) | <0.05
Adiponectina [ng/ml] 159.1 (83) |[90.07 (28) | <0.01
Resistina [ng/ml] 1.45(0.73) | 1.29 (0.48) | ns
TNF-o [ng/ml] 16.0 (0.6) |8.5(0.7) <0.05
IL-17 [pg/ml] 116 (43) 35.4(20.3) | <0.01
IL-6 [ng/ml] 5.12(0.10) | 5.40 (0.11) | ns

DE Desviacion estandar, IMC Indice de masa corporal, FR factor reumatoide, aPCC, antiPéptido
citrunilado ciclico, DAS28, indice de actividad clinica, ns no existe significancia estadistica.
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Los pacientes que formaron parte de este estudio, fueron aquellos que
voluntariamente aceptaron participar y a los cuales se les determinaron pardmetros de
peso, talla y glucosa.

Los pacientes con AR activa que recibian en el momento de captura de la muestra
un tratamiento, este consistia en prednisona, cloroquina, mextotrexato y/o AINES, variables
no consideradas en el analisis de este trabajo. Por su parte, los donadores fueron reclutados
en el Banco de Sangre con el fin de favorecer que fuera poblacion sana. Adicionalmente,
los donadores fueron pareados con las poblaciones de pacientes en base al sexo (M/H), la

edad y el IMC.

6.2 OPTIMIZACION DE LA TECNICA DE ELISA PARA DETERMINAR
ADIPOCITOCINAS Y CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS.

En el presente estudio, fue de enorme importancia poder optimizar un sistema de
determinacion de los niveles de las citocinas especifico y reproducible. Con este fin, como
se describié en la metodologia, se realizaron diferentes ensayos particulares para cada
molécula con el fin de determinar las mejores condiciones de empleo de los anticuerpos
especificos. Con este objetivo, se realizaron ensayos preliminares con cada juego de

anticuerpos especificos para cada citocina, como se mostrard a continuacion.

6.2.1 DILUCION DE PLASMAS A EVALUAR.

Por otro lado, en la estandarizacion de los ensayos de ELISA tuvo que identificarse la
dilucion del plasma que permitiera obtener mejores resultados. Para ello, se realizaron
ensayos de ELISA con diferentes diluciones partiendo de 1:1000 hasta 1:200,000 para los
plasmas de un subgrupo de donadores y pacientes. En la Figura 11 se observan los cambios
en el valor experimental al emplear diferentes diluciones del mismo plasma de donadores y
pacientes. Finalmente, se eligié6 como la mejor dilucioén de trabajo para una molécula como
la dilucion anterior a observar una disminucion en la densidad optica por efecto de la

dilucion de la muestra. Esta regla nos podria sugerir que la concentracion de la citocina se
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encuentra en relacion directamente proporcional con la dilucién, sin tener un efecto
importante sobre la sensibilidad del ensayo.

En la Figura 11 se muestra la curva de valores de leptina al emplear diferentes
diluciones de plasma de donador o de paciente. Se puede observar que a partir de la
dilucién de 1:8,000 nos permite obtener lecturas sensibles a la dilucion, tanto para el
donador como para el paciente. Obsérvese que diluciones menores, no sélo no presentan
valores mayores sino que no sigue una relacion lineal con la dilucion. Un perfil semejante
se puede observar para la IL-17 (Figura 11E), donde se determind que la mejor dilucion es
de 1:8,000.

En la Figura 11A se observa que a partir de la dilucion 1:25,000 6 1:30,000 los
valores de D.O.490nm varian de acuerdo con su dilucion. Es por eso que se eligio la dilucion
de 1:25,000 como la condicién para evaluar los plasmas tanto de donadores como de
pacientes. Por su parte, en la Figura 11C, la mejor dilucidon para evaluar la resistina fue
1:50,000, mientras las citocinas TNFa e IL-6 se evaluaron a una diluciéon de 1:6000
(Figuras 11 A, D y F, respectivamente). En la Tabla 5, se resumen las diluciones finales a
las cuales se evaluaron las poblaciones de pacientes con AR y donadores. Conviene resaltar
que solo la adiponectina y la resistina requirieron una mayor dilucién de los plasmas
(1:25,000 y 1:50,000) que el resto de las moléculas a evaluar (entre 1:6,000 y 1:8,000), esta
diferencia coincide con las determinaciones en la literatura donde estas adipocitocinas se
encuentran en plasma humano en concentraciones bastantes mayores (hasta en el nivel de
micromolar); mientras que varias citocinas se han determinado a nivel de picogramos-

nanogramos.
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Figura 11.- Titulacion de la dilucién de plasma de donadores y pacientes. Los ensayos fueron
realizados por triplicado, y en las condiciones descritas en el texto. Los circulos obscuros
conrresponden a los ensayos hechos con pacientes con AR, los circulos vacios corresponden a
donadores. A) Titulacion de la dilucion de plasma para la determinacion de leptina; B) Titulacion de
la dilucion de plasma para la determinacion de adiponectina; C) Titulacion de la dilucion de plasma
para la determinacién de resistina; D) Titulacion de la dilucidon de plasma para la determinacion de
TNF-a; E) Titulacion de la dilucion de plasma para la determinacion de IL-17; F) Titulacion de la
dilucién de plasma para la determinacion de IL-6.
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6.2.2 OPTIMIZACION DE DILUCION DE ANTICUERPOS

Como se observa en la Figura 12, se realizaron diluciones seriadas de los anticuerpos
primarios y secundarios para cada citocina, lo cual permitid6 determinar las mejores
condiciones de empleo para evaluar las diferentes citocinas y adipocitocinas. Asi entonces,
en la Figura 12 se observa las titulaciones para los anticuerpos primarios y secundarios para
leptina. En este caso se encontré que los niveles de densidad optica mas elevados se
obtuvieron empleando una dilucion de 1:800 del ler anticuerpo, cuando se mantuvo
constante el anticuerpo secundario (1:1,500). Por su parte, manteniendo el ler anticuerpo
constante (1:800) observamos que la mejor DO4oonm se obtuvo con la dilucion 1:1,500 del
anticuerpo secundario.

En el caso de las adipocitocinas adiponectina y resistina se encontrd que las DO4oonm
mas elevadas se obtuvieron empleando una dilucion de 1:1,000, tanto para el primer como
para los anticuerpos secundarios (Figuras 12B y 12C).

Por otra parte, en la Figura 12D se observa la titulacién del anticuerpo primario a
dos diluciones del anticuerpo secundario (1:1000 y 1:1500) para TNF-a. En estos ensayos
observamos que el valor mas elevado de DOgoor S obtiene en la combinacion 1:600 y
1:1,500 de anticuerpos primarios y secundarios, respectivamente. Algo semejante se realizod
para las citocinas IL-6 (Figura 12E) e IL-17 (Figura 12F), dando por resultado que la mejor
combinacion de anticuerpos fueron: 1:600 y 1:1,000, para IL-6 y 1:1,500 y 1:1,000, para
IL-17.
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Figura 12.- Titulaciéon de los anticuerpos primarios y secundarios. Ensayos realizados por
triplicado, y donde se muestra la media correspondiente a cada dilucion. A) Titulacion de la
dilucién de anticuerpos para la determinacion de leptina. B) Titulacion de la dilucion de
anticuerpospara la determinacion de Adiponectina. C) Titulacion de la dilucion de anticuerpo para
la determinacion de resistina. D) Titulacion de la dilucion de anticuerpospara la determinacion de
TNFa. E) Titulacion de la dilucion de anticuerpospara la determinacion de I1-17. F) Titulacion de la
dilucion de anticuerpospara la determinacion de IL-6.
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En la Tabla 5 se resumen los resultados obtenidos en la estandarizacién de la
técnica de ELISA tanto para las adipocitocinas asi como de las citocinas pro-inflamatorias

de este estudio.

Tabla S5.- Cuadro integral de condiciones para determinacion por ELISA de
adipocitocinas y citocinas.

CITOCINA DILUCION PRIMER SEGUNDO
SUERO ANTICUERPO ANTICUERPO
LEPTINA 1:8,000 1:800 1:1,500(anticonejo)
ADIPONECTINA | 1:25,000 1:1,000 1:1,000(anticabra)
RESISTINA 1:50,000 1:1000 1:1,000 (anticabra)
IL-17 1:8,000 1:800 1:800(anticonejo)
TNFa 1:6,000 1:600 1:1:1,000(antiraton)
IL-6 1:6,000 1:600 1:1,000(antiraton)

6.2.3 NIVELES DE LEPTINA EN PACIENTES CON AR
A) CURVA ESTANDAR

Para la determinacion de la concentracion plasmatica de Leptina se realizé una curva
patron, para lo cual se empled como estandar la proteina leptina recombinante humana
(Sigma. Cat: 195807 Lot: 6424H 500 UG.). En la Figura 13 se observa la curva patron
representativa obtenida para leptina. La curva patrén presentd una pendiente de 0.01175,
un valor de ordenada al origen de 0.0218 y un factor de correlacién (r*) de 0.98. La menor
cantidad de leptina cuantificada (sensibilidad del sistema) fue de 0.10 ng. Posterior a la
determinacion de la DOugonm para los plasmas de donadores y pacientes con AR, y en base
al factor de dilucion empleado para evaluar las muestras, se procedid a interpolar en esta
curva estandar, para determinar las concentraciones en ng/ml. En seccion se hizo la
observacion que en todas las placas de ELISA se verificaron incluyendo una curva patron.
El grado de confiabilidad de nuestra curva estandar, nos la proporcion6 el factor de

correlacion (1) que en caso de la curva de leptina fue de 0.9834, sugiriendo que dentro de
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los limites de este sistema tenemos un nivel alto de certidumbre para asociar la
concentracion de leptina en el plasma de donadores/pacientes con la concentracion de la

proteina recombinante.
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Figura 13.- Curva patroén para leptina. Se cuantifico la concentracion de leptina por elaboracion
de una curva patrén a diferentes concentraciones y empleando leptina humana recombinante (Cat
195807, Lot #6424H, Sigma).

A)DETERMINACION DE LOS NIVELES EN DONADORES Y
PACIENTES

En las condiciones de analisis descritas en la seccion anterior, se procedio a evaluar
los niveles de leptina de las dos poblaciones en estudio: donadores sanos (n=90) y pacientes
con AR (n=131). En la Figura 14A y B podemos observar que los niveles de leptina en
pacientes son mayores en donadores (0.3079 £ 0.009 ng/ml) con respecto a los niveles en
donadores (0.2364 £+ 0.005 ng/ml). Al evaluar esta diferencia por la prueba de t de Mann
Whitney, obtuvimos una p< 0.0001, lo cual indica que la diferencia entre pacientes y
donadores es significativa. Conviene resaltar que observamos un nivel de variacién
considerable entre los individuos. Particularmente en los pacientes con AR, donde podemos
observar pacientes con niveles semejantes a los donadores, al tiempo que otros pacientes

presentan niveles tres veces mas altos al promedio de los donadores.
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Figura 14.- Niveles de leptina en plasma encontrado entre pacientes con AR y donadores. A)
Grafica de puntos donde se muestran las evaluaciones de leptina. B) Gréafica de barras que muestra
el promedio de las concentraciones de leptina, en sangre periférica de pacientes (P) n=131 y
donadores (D) n=90 con la enfermedad, p: 0.0003 P respecto a D.

B) CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE LEPTINA Y
ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD

Como se mencion6 previamente, el grado de deterioro, evolucion de la enfermedad
o en este trabajo llamado actividad de la enfermedad se mide por medio del indice clinico
DAS 28. Esta valoracion involucra el conteo de las articulaciones inflamadas y dolorosas
asi como pardmetros del laboratorio (VSG, FR o aPCC) y valoraciones del médico tratante.
Considerando que observamos que los niveles de leptina fueron superiores en los pacientes,
quisimos evaluar si las diferencias entre pacientes pudieran estar relacionadas con las
diferencias en la actividad de la enfermedad (DAS28). En este sentido, en la Figura 15 se
relacionan estos dos pardmetros y se puede apreciar una ligera otendencia a mostrar una
relacion directamente proporcional entre la leptina y la actividad: los pacientes con AR que
mostraron una mayor actividad fueron pacientes que presentaron niveles mayores de
leptina. Al realizar un analisis de correlacion por la técnica no-paramétrica (Spearman) nos
dio una rho= 0.228 y una p=0.0146. Estos resultados sugieren la existencia de una
correlacion, ligera, pero estadisticamente significativa entre la actividad clinica y los

niveles de leptina.
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Figura 15.- Relacion entre el nivel de leptina plasmatica y el grado de actividad. Se observa
una regresion lineal entre todos los valores experimentales, con una 12 de 0.7719. Adicionalmente,
se obtuvo una rho de Spearman de 0.228, p= 0.0146 lo cual sugiere una correlacion significativa
entre actividad y niveles de leptina.

Para definir que un paciente presenta AR activa en el presente estudio se considerod
un umbral de 2.6 en la escala de DAS28 (menor a 2.6 fue considerado como no-activo y
mayor de 2.6 representa a un proceso activo), nivel que coincide con varios otros trabajos
en el area de la reumatologia (Welsing et al, 2001). Debido a que la poblacion de pacientes
que estudiamos presentaba amplia heterogeneidad, decidimos re-analizar la relacion de
leptina y actividad separando los pacientes en base a su evaluacion clinica: A) pacientes no-
activos (<2.6, n=8), B) pacientes con actividad media (2.6 — 5.0, n=76) y, C) pacientes con
alta actividad (>5.0, n=60). Como podemos observar en la Figura 15, los niveles de leptina
parecen incrementar con el nivel de actividad, siendo los pacientes con mayor actividad
aquellos que presentan los mas altos niveles de leptina (Promedio+desviacion Estandar).

Asimismo, en comparacion con los pacientes sin actividad (promediotdesviacion
estandar), los pacientes con actividad media fueron significativamente diferentes. De esto
se puede sugerir que el nivel de actividad de la AR parece estar relacionar con los niveles
de leptina plasmatica en los pacientes.

Con el objetivo de confirmar estadisticamente la presencia de una correlacion, cada
uno de estos grupos de pacientes se analizd de manera separada por la prueba correlacion
de Spearman (datos no mostrados). En estas condiciones, se observd que los pacientes con
AR severa presentaron una rho= 0.658, los pacientes con AR media una rho=0.355 y los

pacientes con AR inactiva con rho=0.302. Indicandonos que los pacientes con AR severa
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presentan una mayor asociacion entre la actividad y los niveles de leptina, que los otros
grupos de pacientes. Esto podria sugerir que el nivel de leptina seria un biomarcador para
confirmar el grado de la actividad en los pacientes con AR severa, sin embargo en pacientes
con AR no-severa su capacidad como biomarcador seria parcial.

Estos resultados podrian sugerir que el incremento de leptina se presenta como
consecuencia de la inflamacion cronica en los pacientes con AR. Al mismo tiempo, la
asociacion de la leptina con niveles altos de actividad podria sugerir que participa en la
severidad de la enfermedad y/o con el nivel de respuesta a tratamiento terapéutico por

parte de los pacientes.
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Figura 16.- Comparacién entre los niveles de leptina en las subpoblaciones de pacientes
divididos por su actividad (DAS28). Se muestra el promedio de las concentraciones de leptina de
los grupos de pacientes con AR, los cuales se estratificaron en base a su nivel de actividad clinica:
no activos (NA), actividad media (M) y actividad alta (A). La barra de error representa la
desviacion estandar y se indica las diferencias significativas entre grupos (prueba de Mann
Whitney) grupo M respecto a NA p: 0.0003, grupo A respecto a NA p: 0.0006, grupo A respecto a
M p: 0.0078. El grupo NA tuvo una n=8, el grupo M tuvo una n=76 y el grupo A tuvo una n=60.

C) CORRELACION DE LEPTINA Y EL TIEMPO DE EVOLUCION
DE LA ENFERMEDAD

Asi mismo, evaluamos la posible correlacion entre el tiempo de evolucion de los
Pacientes y los niveles plasmaticos de leptina (Figura 17). Como se puede observar, los
niveles de leptina varian sin importar cuanto tiempo (afios) tengan desde que iniciaron los
sintomas (Figura 17A). Al evaluar por la prueba de Spearman obtuvimos una rho de 0.102
y una p=0.5837, por lo que podemos decir que no hay asociacion estadistica entre el tiempo

de evolucion y los niveles de leptina.
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Cuando estratificamos los pacientes en base al tiempo de evolucion (T, temprano
< 1 afio; M, medio 1-15 afos; y L, larga evolucion, >15 afios), y los comparamos en su
nivel de leptina observamos que no hay diferencia significativa entre pacientes tempranos,

medio y larga evolucion.
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Figura 17.- Relacion entre el tiempo de evolucion, los niveles de leptina y la estratificacion
A) Correlacion entre el tiempo de evolucion del total de la Poblacion de Pacientes y los niveles de
Leptina r: 0.1020, p: 0.3527. B) Estratificacion de los diferentes tiempos de evolucion de los
pacientes y los niveles de Leptina p: 0.6352 (1 one way Anova) .T pacientes con menos de un afio
con la enfermedad n= 11, M pacientes entre 1 y 20 afios n=65 y L pacientes con mas de 20 afios con
la enfermedad n=>55.

D)CORRELACION DE LEPTINA Y EL INDICE DE MASA
CORPORAL (IMC)

Como se menciond anteriormente (Poblaciones de estudio), fueron estadisticamente
semejantes los indices de masa corporal (IMC) de donadores y pacientes con AR (28.74 vs.
27.65kg/cm?), como se puede observar en la Figura 18. Asi se puede observar que a pesar
de tener una IMC semejante, los niveles de leptina en pacientes son comparativamente
mayores, esto podria sugerir que el aumento de esta adipocitocina esta relacionada mas bien
con la inflamacion cronica que con la acumulacion de grasa. Conviene recordar que varios
estudios han observado que los niveles de leptina se incrementan en relacion directa con el
IMC y con la acumulacion de grasa. Como se puede observar, algunos donadores evaluados
presentaron niveles cercanos a 40 de IMC vy, sin embargo, nunca rebasaron 0.4 ng/ml de

leptina en sangre periférica, mientras que varios pacientes mostraron niveles superiores.
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Figura 18.- Relacion entre el nivel de leptina plasmatica y el IMC en donadores y pacientes
con AR. Los circulos llenos corresponden a los pacientes (P) n=131 y los circulos vacios
corresponden a los donadores (D) n=90.

Al evaluar por la prueba de Spearman (datos no mostrados) se confirmé que no
existe correlacion significativa entre el IMC y los niveles de leptina, lo cual sugiere que el
incremento de leptina no obedece a la acumulacion de adipocitos, sino mas bien como

respuesta a la actividad inflamatoria.

E) RELACION DE LEPTINA Y AUTOANTICUERPOS

Los niveles del factor reumatoide (FR) constituyen un parametro clinico utilizado
rutinariamente para el diagnostico y seguimiento de la AR, aunque no presenta alta
especificidad. En el presente estudio, sin embargo se determinaron los niveles del FR a
todos los pacientes incluidos en el protocolo, para evaluar su posible relacion con la
enfermedad. En la Figura 19 se observa la relacion entre los niveles de leptina plasmatica y
el FR. Cuando se considera el total de pacientes se obtiene una rho de Spearman de 0.338
con una p < 0.0001, sugiriendo una ligera correlacion estadistica. Cuando se detalla el
analisis solo para los pacientes con niveles de FR mayores a 1000 (A), se obtuvo una
rho= 0.5387y una p= 0.0004, que estadisticamente es significativo, es decir la disparidad

de los dos grupos en estudio es significativamente diferente.
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Figura 19.- Relacion entre el nivel de leptina plasmatica y el FR entre pacientes con AR

A) Correlacion entre el tiempo de evolucion de la poblacion de pacientes con niveles altos de RF y
los niveles de Leptina rho= 0.5387y una p= 0.0004 B) Estratificacion de los diferentes valores de
RF de los pacientes y los niveles de Leptina, (B) valor de FR menor a 500 U/ml n=69, (M) valor de
RF entre 500 y 1000 U/ml n=25, (A) valores de FR mayores a 1000 U/ml n= 28, p: 0.0005 para A
respecto a B.

El factor reumatoide es un parametro clinico de la enfermedad, utilizado
rutinariamente para el diagnostico y seguimiento de la AR. Debido a su baja especificidad,
durante los ultimos afios se han buscado y desarrollado nuevos pardmetros para su
diagnoéstico precoz siendo el mas relevante los anticuerpos anti péptidos citrulinados

ciclicos; por esto se midio y realizo el analisis de correlacion entre este y la cantidad de

proteina.
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Figura 20.- Relacién entre el nivel de leptina plasmatica y aPCC en pacientes con AR

A) Correlacion entre el tiempo de evolucion del total de la poblacion de pacientes y los niveles de
leptina rho: 0.1649, p: 0.0445. B) Estratificacion de los niveles de aPCC de los pacientes y los
niveles de Leptina, (B) niveles de aPCC entre 1 y 50U/m, n=39, (M) valores entre 50 y 200 U/ml,
n=159, (A) valores mayores a 200 U/ml n= 33, p:0.0349 entre grupo A y B.

La correlacion de este parametro fue positiva es decir se obtuvo una rho: 0.1649 de

Sperman y p: 0.0445 que estadisticamente es significativo (ver Figura 20A). Este dato se
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confirmo al realizar una estratificacion resultando la correlacion estadisticamente
significativa entre el menor a 200 (B) y aPCC mayor a 1200 (A), respecto a los niveles de

leptina, p: 0.0349. (ver Figura 20B)

F) RELACION CON CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

La AR como ya se describi6 previamente es una enfermedad de inflamacion
sistémica por tanto, es importante realizar un analisis estadistico en el cual se involucre las
adipocitocinas con patrones de inflamacion como lo son citocinas pro-inflamatorias. En
nuestro estudio se llevo a cabo el estudio de tres citocinas que participan en la inflamacion
como lo son TNFa, IL-6 ¢ IL-17.

En el analisis de correlaciéon observamos que TNFa no correlaciona con Leptina
aunque observamos una tendencia, es decir a mayor nivel de TNFa mayor leptina,
observaciéon que no se encontr6 con IL-6. El andlisis estadistico nos dice que no hay
tendencia que involucre a IL-6.

Contrario a lo anterior, la citocina IL-17 correlaciona de manera significativa con

leptina (prueba de Spearman rho: 0.1751, p: 0.0339).
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Figura 21: Correlacion de adipocitocinas y citocinas inflamatorias en pacientes AR.

A) Correlacion entre leptina y TNFa rho: 0.1515, p: 0.0634 B) Correlacion entre Leptina e IL-6
rho: 0.04719, p: 0.5716 C). Correlacion significativa entre leptina e I1L-17 rho: 0.1751, p: 0.0339,

n=131.
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6.2.4 NIVELES DE ADIPONECTINA EN PACIENTES CON AR

A) CURVA PATRON

Para la determinacion de los niveles de adiponectina se estandarizé una curva patron,
de acuerdo a las condiciones descritas en la Tabla 5 (seccion 6.2.2 de resultados). Para esta
curva patrén se empled la proteina adiponectina recombinante humana (PeproTech. No:
Cat.450-24. Lot# 1107331k2007). Como se observa en la Figura 22, existe una relacion
lineal entre la DO4gonm Y la concentracion de adiponectina en el intérvalo de 10 y 100
ng/ml. Asimismo, esta relacion presentdé una una pendiente de 0.0454, wun valor de
ordenada al origen de 0.0899 y un factor de correlacion (r2) de 0.98. En base a los
anteriores parametros y considerando el factor de dilucion de la muestra a evaluar, se pudo
obtener las concentraciones, en unidades de ng/ml para adiponectina. Se realiz6 la curva
patrén en cada experimento realizado, sirviendo como control positivo de la técnica, asi

como referencia de comparacion interensayo.
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Figura 22.- Curva patrén para Adiponectina. Se cuantifico la concentracion de adiponectina por
medio de una curva patron a diferentes concentraciones empleando adiponectina humana

recombinante (ver texto). Los resultados corresponden al promedioxdesviacion estdndar de 3
ensayos independientes
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Adiponectina

[ng/ml]

B) DETERMINACION DE LOS NIVELES EN DONADORES Y
PACIENTES

En el presente estudio, los niveles de la adiponectina fueron mas elevados en
pacientes con AR con respecto a los donadores sanos: pacientes 159.1 + 8.8 ng/ml y
donadores 90.07 + 2.8 ng/ml (ver Figura 23). Al evaluar por la prueba de Mann-Whitney
obtuvimos una p de 0.001, lo cual indica que la diferencia entre los niveles de pacientes con
AR y donadores sanos fue estadisticamente significativa. En la Figura 23 se observa que su
determinacion muestra un alto grado de variacion en los pacientes (entre 50 y 300 ng/ml),
a diferencia de lo que observamos en los donadores, donde los niveles fueron similares.
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Figura 23.- Niveles de Adiponectina en plasma de pacientes con AR y donadores. A) Grafica de
puntos donde se muestran los niveles detectados entre donadores (D) y pacientes (P). B) Grafica de
barras que muestra el promedio de las concentraciones de adiponectina, en sangre periférica de
pacientes (P) y donadores (D) con la enfermedad. Mann whitney p>0.001 P respecto a D.

C) CORRELACION ENTRE LOS NIVELES DE ADIPONECTINA Y
ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD.

Al evaluar la posible correlacion entre la actividad clinica de la enfermedad de los
pacientes y los niveles plasmaticos de adiponectina, como se observa en la Figura 24, no se
encontrd una correlacion significativa. Al realizar una prueba de correlacion de Spearman
obtuvimos una rho de 0.097 y una p:0.2440. Se puede concluir que la variacion en los
niveles de adiponectina entre los pacientes con AR que aqui evaluamos parece no asociarse

directamente con un cambio en el indice clinico de la enfermedad.
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Figura 24.- Relacion entre el nivel de Adiponectina plasmatica y el grado de actividad. Cada
punto corresponde a cada paciente incluido en el presente estudio. El analisis de correlacion
Spearmann dio una rho de 0.097 y p de 0.2440. La regresion lineal permite observar que la
variacion de la adiponectina es independiente al indice de actividad n=131.

Debido a la heterogeneidad de la poblacion de pacientes, re-evaluamos nuestros
resultados en subgrupos de pacientes, diferenciados en base a su nivel de actividad. Se
dividieron los pacientes a semejanza del analisis con leptina (NA-no activo [0-2.6], B-bajo
[2.7-4.9] y A-alto [5.0-]). En la Figura 25 se observa que al comparar los niveles de
adiponectina entre estos subgrupos de pacientes encontramos una diferencia significativa.
Mientras que los pacientes no-activos y con actividad baja presentaron niveles semejantes
de adiponectina (promedio + desviacion de c/grupo) el grupo de pacientes con alta
actividad (DAS28>5.0) presentd un nivel significativamente mayor de adiponectina
(promedio+desviacion estandar), con respecto a los pacientes no-activos (p=0.007). Esto
sugiere que los niveles de adiponectina resultan de eventos posiblemente inflamatorios
caracteristicos de los pacientes con mayor actividad. Sin embargo cuando se re-evalud la
correlaciéon de Spearmann entre los niveles de adiponectina y la actividad solo en este

subgrupo de pacientes, no observamos una asociacion significativa.
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Figura 25.- Comparacion de los niveles de adiponectina plasmatica entre los subgrupos de
actividad para los pacientes con AR. NA, corresponde a la enfermedad no activa (DAS28<2.6)
n=8; M corresponde al nivel de actividad bajo (2.6-5.0) n=76; A, corresponde al nivel de actividad
alto (DAS28>5.0) n= 60. Se muestra la desviacion estandar correspondiente para cada grupo. Entre
grupo NA y M p: 0.2519 no significativa, entre NA y A, p: 0.0077, entre M y A, p: 0.0003, valores
significativos.

D) CORRELACION DE ADIPONECTINA Y EL TIEMPO DE
EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD

Al evaluar la posible relacion entre el tiempo de evolucion de los pacientes y los
niveles plasmaticos de la adipocitocina por la prueba de correlacion de Spearmann, resultd
en valores no significativos (rho=-0.015 y p= 0.8536) como se observa en la Figura 26.
Ahora al estratificar la poblacion de pacientes en base a su tiempo de evolucion (T,
temprano <1 afio; M, medio 1-15 afios; y L, larga evolucion, >15 afios), nos permitid
observar que el grupo de pacientes con AR tardia presentd niveles aunque no
significativamente inferiores a los otros dos grupos (Mann-Whitey 0.1086). Cuando se re-
evaluo la relacion entre los niveles de adiponectina y el tiempo de actividad, sélo en el
grupo de pacientes tardios (resultados no mostrados) se obtuvieron valores de asociacion

negativa.
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Figura 26.- Relacion entre el tiempo de evolucion y los niveles de adiponectina. A) Correlacion
entre el tiempo de evolucion del total de la Poblacion de Pacientes y los niveles de Adiponectina
r: -0.015680, B) Estratificacion de los pacientes en base a los tiempos de evolucion (T, temprano
n=11, M, mediana n=65 y L, larga evolucion n=55). Al analizar por la prueba de Mann-Whitney y
one way Anova no se obtuvo una diferencia significativa entre el grupo Ty L (p: 0.1086).

E) CORRELACION DE ADIPONECTINA Y EL {NDICE DE MASA
CORPORAL (IMC)

Al evaluar la relacion entre el indice de masa corporal (IMC) y los niveles de
adiponectina en pacientes no obtuvimos una correlacion significativa (rho de Sperman de y
p: 0.3071, datos no mostrados). Sin embargo, resulta relevante destacar que los niveles
promedio del IMC entre donadores sanos y pacientes con AR fue similar (28.74 +
desviacion y 27.65 + desviacion, ver Tabla 5 y Figura 27). Como podemos observar en la
Figura 27, a pesar de tener un IMC igual entre las dos poblaciones, los niveles de
Adiponectina fueron significativamente superiores en los pacientes con AR. A semejanza
de lo observado con la adipocitocina leptina, este aumento en los niveles de leptina no
puede explicarse por una variacion en el IMC. En cambio, se podria sugerir que resulta

como consecuencia del proceso inflamatorio sistémico de los pacientes.
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Figura 27.- Comparacion entre el nivel de adiponectina plasmatica de las dos poblaciones en
estudio y el IMC. Los circulos llenos corresponden a los pacientes (P) y los circulos vacios
corresponden a los donadores (D). Se presenta el valor promedio de 3 evaluaciones independientes
para cada muestra sanguinea tanto de donadores como de pacientes n= 131.

F) CORRELACION DE ADIPONECTINA Y AUTOANTICUERPOS.

Por su parte, al evaluar la posible relacion entre los niveles de los autoanticuerpos
FR y aPCC observamos resultados diferentes. Por un lado, como podemos observar en la
Figura 28A, obtuvimos una correlacion de Spearman significativa entre los niveles de FR
(U/ml) y los niveles de adiponectina (rho=0.29 y p=0.0002). Adicionalmente, al estratificar
la poblacion de pacientes en base a los niveles del FR (B, bajo [FR<500], M, medio [500-
1000] y A, alto [>1000] U/ml) pudimos observar una diferencia significativa entre los
grupos B-A, p: 0.0009 y B-M, p: 0.0112 sugiriendo que el subgrupo de pacientes con
niveles altos de FR presentaron niveles significativamente mayores de adiponectina con
respecto al grupo B (Figura 28B). En base a estos resultados, se re-evaluo la correlacion
entre adiponectina y los niveles de FR s6lo para el grupo con niveles altos de FR. Como se
puede observar en la Figura 28C, se obtuvo una rho de Spearman superior siendo de 0.5
con una p= 0.0216; esto permitiria sugerir la existencia de una asociacion estadistica entre

los niveles de adiponectina y FR sobretodo en los pacientes con niveles elevados de FR.
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Figura 28.- Relacion entre el nivel de adiponectina plasmatica y el FR entre pacientes con AR
A) Correlacion entre el tiempo de evolucion del total de la poblacion de pacientes y los niveles de
adiponectina rho: 0.2968, p:0.0002 n=131. B) Estratificacion de los diferentes valores de RF de los
pacientes [(B) valor de FR menor a 500 U/ml n=69, (M) valor de RF entre 500 y 1000 U/ml, n=25,
(A) valores de FR mayores a 1000 U/ml n= 28] y los niveles de adiponectina entre los grupos B-A,
p:.0.0009 y B-M, p: 0.0112. C) Correlacion de Spearman entre adiponectina y FR, para el subgrupo
de pacientes con niveles altos (>1000 U/ml) de FR rh00.4110, p: 0.0216, n=28.

Al relacionar los niveles de esta adipocitocina y los niveles de aPCC, obtuvimos una
rho de 0.134 y una p= 0.1068, sugiriendo que no hay correlacion, como podemos observar
en la Figura 29A. Al estratificar los pacientes en base a los niveles de aPCC, no pudimos
observar diferencias significativas en relacion a los niveles de adiponectina (Mann Whitney
p= 0.2319, Figura 29B). De estos resultados podemos concluir que los niveles de

adiponectina no se asocian con los cambios en el nivel del autoanticuerpo aPCC.
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Figura 29.- Relacion entre el nivel de adiponectina plasmatica y entre aPCC pacientes con
AR. A) Correlacion entre el tiempo de evolucion del total de la poblacion de pacientes y los
niveles de adiponectina rho: 0.134, p: 0.1068, n=131.B) Estratificacion de los niveles de aPCC de
los pacientes y los niveles de adiponectina (B) niveles de aPCC entre 1 y 50U/m, n=39, (M) valores
entre 50 y 200 U/ml, n= 59, (A) valores mayores a 200 U/ml n= 33, p: 0.2319 (One way Anova).

G) RELACION CON CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

En este estudio se llevo a cabo el analisis de tres citocinas que participan en la
inflamacién como lo son TNFa IL-6 € IL-17. Se encontré una tendencia, en el analisis de
correlacion entre IL-6 y adiponectina es decir a mayores niveles de IL-6 mayores niveles
de adiponectina, observacion que no encontramos con IL-17. El andlisis estadistico nos dice
que no encontramos alguna relacion que involucre a IL-6 con leptina asi como tampoco
observamos tendencia alguna de asociacion.

Mas sin embargo, la citocina TNFa si correlaciona de manera significativa con los

niveles de adiponectina, prueba de Spearman rho: 0.2148 p: 0.0085.
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Figura 30: Correlacion de adipocitocinas y citocinas inflamatorias en pacientes AR .

A) Correlacion significativa entre adiponectina y TNFa rho: 0.2148 p: 0.0085 B) Correlacion
entre adiponectina e IL-6 rho: 0.1035 , p: 0.2172 C) Correlacion significativa entre adiponectina e

IL-17 rho: 0.02183, p: 0.7930, n=131.
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6.2.5 NIVELES DE RESISTINA EN PACIENTES CON AR

A) CURVA PATRON

A semejanza de las otras adipocitocinas, la resistina fue cuantificada por
interpolacion en una curva patron estandarizada, en la cual se empleo la proteina resistina
recombinante humana (PeproTech. Cat.# 450-19, Lot# 0604235 D3007). Se puede observar
en la Figura 31, una relacion lineal entre 0.5 y 10 ng/ml de resistina, con una pendiente de
0.2202, un valor de ordenada al origen de 0.099 y un factor de correlacion de 0.98. En base
a estos parametros, y considerando el factor de dilucion de la muestra, se obtuvieron las
concentraciones, en ng/ml, para resistina. En la Figura 31 podemos observar que el nivel
de reproducibilidad fue muy alto, debido a que la desviacion estandar promedio para 3
ensayos independientes fue menor al 5%. Adicionalmente, como con las otras
adipocitocinas en cada ensayo de ELISA se realiz6 una curva patron; permitiendo al mismo
tiempo servir como control positivo de la técnica y como referencia para comparar entre

ensayos.
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Figura 31. Curva patrén para resistina. Se cuantifico la concentracion de resistina por
elaboracion de una curva patrén a diferentes concentraciones y empleando resistina humana

recombinante. Los valores obtenidos son m: 0.2202, un valor de ordenada al origen de 0.099 y un
factor de correlacion de 0.98, n=6.
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B) DETERMINACION DE LOS NIVELES EN DONADORES Y
PACIENTES

Al comparar los niveles de resistina entre los donadores sanos y los pacientes con
AR observamos (Figura 32A y B) que estos ultimos presentaron un nivel ligeramente
superior a los donadores (pacientes 1.45 = 0.07 y donadores 1.29 + 0.05 ng/ml); sin
embargo, esta diferencia resultd no significativa al analizar por la prueba de Mann
Whitney, p=0.9314. Esto sugiere que no hay una diferencia en los niveles de resistina entre
los pacientes con AR y los donadores. Como podemos observar en la Figura 32A, el
intervalo de variaciéon en la poblacion de pacientes es muy grande, resultando en pacientes
con niveles inferiores a los donadores sanos (<1 ng/ml) al tiempo de observar individuos

con niveles 2 veces mayores que los donadores.
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Figura 32.-Comparaciéon de los niveles de Resistina en plasma de pacientes con AR y
donadores. A) Grafica de puntos donde se muestran los niveles diferentes encontrados entre
donadores y pacientes. B) Grafica de barras que muestra el promedio de las concentraciones de
resistina, en sangre periférica de pacientes (P) y donadores (D) con la enfermedad. Las muestras
evaluadas fueron 131 pacientes y 90 donadores, analisis realizado por prueba de Mann Whitney,
p=0.9314, P respecto a D.
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C)RELACION ENTRE LOS NIVELES DE RESISTINA Y
ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD.

Con base en los niveles de resistina para los pacientes, evaluamos la relacion entre
la actividad clinica (DAS28) y la concentracion plasmatica de esta adipocitocinas. Como se
puede observar en la Figura 33, la prueba de correlacion de Spearman resultdé con una rho

de 0.1736 p: 0.0433 sugiriendo que existe una asociacion estadistica entre estos dos

parametros.
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Figura 33. Relacion entre el nivel de resistina plasmatica y el grado de actividad. Los puntos
corresponden al promedio de 3 evaluaciones independientes para cada paciente. La regresion lineal
muestra la relacion tedrica entre la actividad y los niveles de resistina. Correlacion significativa,
con rho: 0.1736 (Spearman), p :0.0433, n=131.
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Figura 34.- Comparacion del nivel de resistina plasmatica entre los grupos de pacientes con
AR divididos en base al grado de actividad. NA, corresponde a la enfermedad no activa
(DAS28<2.6) n=8 y con un prmerio de 1.197 ng/ml; M corresponde al nivel de actividad bajo (2.6-
5.0) n=76 con un promedio de 1.348ng/ml; A, corresponde al nivel de actividad alto (DAS28>5.0)
n= 60, con un promedio de 1.691, prueba de One way Anova p: 0.2073.
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Como en los casos anteriores también estratificamos la poblacion de pacientes para
observar posibles relaciones en base a su nivel de actividad (ver seccion leptina). Como se
observa en la Figura 34, aunque los niveles de resistina fueron mayores en el subgrupo de
pacientes con mayor actividad (DAS28>5), las diferencias no fueron estadisticamente
significativas con los otros dos grupos de pacientes (p=0.2073). La ausencia de correlacion
con la actividad clinica y su poca relacion con algiin subgrupo de pacientes permiten
sugerir que los niveles de resistina no estan asociados con la inflamacion sistémica de los

pacientes con AR.

D) RELACION ENTRE EL NIVEL DE RESISTINA Y EL TIEMPO DE
EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD

La evaluacion de correlacion estadistica entre el tiempo de evolucion del total de
pacientes y los niveles plasmaticos de resistina dieron valores no significativos (rho 0.054 y
p: 0.5300, datos no mostrados). Sin embargo, como se puede observar en la Figura 35A,
encontramos un aumento significativo en los niveles de resistina en los pacientes de inicio
reciente (< 1 afio, p<0.05), con respecto a los demas grupos, con mayor tiempo con los
sintomas de la enfermedad. En esas circunstancias, se realizé un analisis de correlacion de
Spearman solo con los pacientes de inicio de reciente, como se puede ver en la Figura 35B.
Una limitante importante para este andlisis fue que contamos con una subpoblacion de
pacientes de AR temprana muy pequefia por lo tanto, no representativa de este grupo de
pacientes.

Estos resultados permiten sugerir que a pesar de que los pacientes con AR parecen
no mostrar niveles de resistina diferentes a los donadores sanos, un analisis del subgrupo de
pacientes con AR de inicio reciente permite observar niveles de resistina significativamente
diferentes al resto de pacientes con AR, asi como al grupo de donadores.
Independientemente de que la resistina pueda estar asociada a algiin elemento clinico, estos
resultados sugieren que los factores vinculados a provocar el incremento de resistina se

hacen presentes so6lo en los pacientes con AR de inicio reciente.
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Figura 35.- Relacion entre el tiempo de evolucién y los niveles de resistina. A) Correlacion entre
loa pacientes con AR y el tiempo de evolucion, rho: 0.05431, p: 0.5300, n= 131. B) Comparacién
en los niveles de resistina entre los grupos de pacientes con AR, divididos en base a su tiempo de
evolucion, (T, temprano n=11, M, mediana n=65 y L, larga evolucion n=55). En este analisis se
encontrd una correlacion entre el grupo T respecto al grupo M, p: 0.0375.

E) RELACION ENTRE LOS NIVELES DE RESISTINA Y EL {NDICE
DE MASA CORPORAL (IMC)

En base a estudios previos en la literatura especializada, y a semejanza de las otras
adipocitocinas aqui descritas, se ha sugerido que los niveles de resistina se modifican como
consecuencia del nivel de grasa corporal de los individuos. Asi entonces, resulta importante
estudiar la posible participacion de este pardmetro en los niveles de la resistina. Con ese
objetivo, se aplico la prueba de correlacion de Spearman para los niveles de resistina y el
IMC de los pacientes, resultando en la ausencia de asociacion (rho: 0.1118 y p: 0.2323, ver
Figura 36). En la Figura 36 se observa la relacion conjunta tanto de donadores como de
pacientes para los parametros: el IMC y los niveles de resistina. Como se menciond
anteriormente, el promedio del IMC fue similar entre las dos poblaciones (28.7 y 27.6
kg/cm?®, para pacientes y donadores, respectivamente). A diferencia del perfil observado
con la leptina y adiponectina, los niveles de resistina no fueron estadisticamente superiores
a los observados en los donadores. De esto se puede concluir que los niveles de resistina no

se alteran en respuesta a cambios en el IMC de los pacientes con AR.
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Figura 36. Relacion entre el nivel de resistina plasmatica y el IMC en donadores y pacientes
con AR. Los circulos llenos corresponden a los pacientes (P) y los circulos vacios corresponden a
los donadores (D). Se muestra el promedio de 3 ensayos independientes para cada paciente (n=131)
y donador (n=90).

F) RELACION ENTRE LOS NIVELES DE RESISTINA Y LOS
AUTOANTICUERPOS

Considerando que varios estudios han observado que los niveles de autoanticuerpos
FR y aPCC se relacionan con la actividad clinica en pacientes con AR, consideramos
necesario analizar su posible relacion con los niveles de resistina. En este contexto,
realizamos la prueba de correlacion de Spearman con los valores de los pacientes del
presente estudio. Como se observa en la Figura 37, se evaluo la relacion tanto de los niveles
de FR (Figura 37A) como de aPCC (Figura 37B), con respecto a los niveles de resistina. En
ambos andlisis, los valores de correlacion (FR, tho=0.06, p= 0.4947 y aCCP, rtho=0.12,
p=0.1476) fueron bajos como para considerar una correlacion significativa. En base a estos
resultados podemos concluir que no hay una asociacioén estadistica entre los niveles de
resistina y alguno de estos dos indices de autoanticuerpos en los pacientes con AR.

A semejanza de lo observado con las otras adipocitocinas, también se compararon
los niveles de resistina en subgrupos de pacientes, los cuales se separaron en base a sus
niveles de autoanticuerpos (FR o aPCC); sin embargo en ninguno de estas comparaciones
se encontro una diferencia significativa (Mann Whitney para FR p=0.25, para aPCC

p= 0.84) entre los grupos (datos no mostrados). Esto quisiera sugerir que los niveles
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observados de resistina en los pacientes con AR no cambian en relacion con los niveles de

autoanticuerpos, impidiendo ver diferencias entre los subgrupos de pacientes.
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Figura 37.- Relacion entre el nivel de resistina plasmatica y el RF entre pacientes con AR
A) Correlacion entre el RF del total de la poblacion de pacientes y los niveles de resistina rho:
0.05757, p: 0.4947, n=131. B) Analisis de correlacion entre los pacientes con AR y los niveles de
resistina, rho: 0.1253, p: 0.1476, n=131.

G) RELACION CON CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

Se llevo a cabo el estudio de tres citocinas que participan en la inflamaciéon como lo
son el TNFa, la IL-6 y la IL-17 con el fin de obtener una imagen mads integral del papel de
las adipocitocinas, puesto que se realizaron analisis de correlacion de cada citocina
inflamatoria respecto a cada adipocitocina, asi se encontré6 una correlacion inversa
significativa con las tres citocinas en estudio.

La citocina IL-17 correlaciona de manera significativamente inversa con resistina,
prueba de Spearman rho: -0.1985 p: 0.0200., TNFa  rho:-0.2313p: 0.0085, e IL-6 rho:
0.2431, p: 0.0037.
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Figura 38 : Correlacion de adipocitocina resistina y citocinas inflamatorias en pacientes AR. .
A)Correlacion significativa entre resistina y TNFa rho:, -0.2313p: 0.0085 B) Correlacion entre
resistina e IL-6 rho: 0.2431, p: 0.0037 C) Correlacion significativa entre resistina e IL-17 rho: -
0.1985, p:. 0.0200.
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VIl. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad muy compleja, la cual dista mucho
de ser comprendida totalmente, por ello consideramos que su estudio desde distintos
enfoques podria ser importante para obtener resultados con mayor aplicabilidad. En el
presente estudio, nos centramos en la evaluacion de los niveles plasmaticos de las
adipocitocinas y su posible relacion con los pardmetros clinicos de pacientes con AR.
Debido a que la capacidad de estas proteinas para regular la respuesta inmunologica resulta
ain novedosa, consideramos importante determinar los niveles de las adipocitocinas
presentes en los pacientes con esta enfermedad autoinmune, ya que servird como base para
disenar estudios in vitro con el fin de profundizar sobre los mecanismos de accion de las

adipocitocinas que en las células del sistema inmune.

A) POBLACIONES EN ESTUDIO

Para el presente estudio se requiri6 de la colaboracion del Servicio de Reumatologia
del Hospital General de Cuernavaca (bajo la tutela del Dr Xibille-Friedmann) y del Centro
Estatal de la Transfusion Sanguinea (responsable. Dra. Cordero). Todos los donadores y
pacientes incluidos en el presente estudio, se les pidi6 su consentimiento informado y
firmado. Asimismo, el presente protocolo fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
General de Cuernavaca (2009).

Aunque atn no se conoce la prevalencia de la AR en la poblacion Mexicana, se
considera que esta oscila entre 0.4 y 0.8% de la poblacion. Resultados muy recientes de un
estudio de prevalencia de nuestros colaboradores en la Cd. de México y Monterrey parecen
coincidir muy bien con esta estimacion. En ese sentido y considerando una variacion de los
resultados experimentales de alrededor del 5% y una potencia del 90%, se requeriria de un
tamafio de muestra de 100 sujetos por grupo. Como podemos ver en la Tabla 4, esto se
cumpli6 con la poblacioén de pacientes aunque faltaron algunos donadores. Es conveniente
aclarar que algunos donadores fueron excluidos del estudios ya que mostraron indices de
IMC y edad diferentes del grupo de pacientes, por lo que preferimos parear las poblaciones

de estudio en base a estos parametros, en lugar de completar los grupos. En este sentido,
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podemos considerar que los resultados de la presente cohorte de pacientes con AR
estadisticamente representativas de la poblacion mexicana, por lo que nuestras conclusiones
podrian ser extrapolables. Sin embargo y dado que se obtuvieron resultados diferentes al
analizar entre subgrupos de la poblacion total de pacientes con AR, seria recomendable
aumentar el tamafio de muestra con el fin de mejorar la representatividad de los subgrupos.
Considerando que factores tales como el género (M/H) y la proporcion de grasa
corporal (IMC) se considera que modifican los niveles de adipocitocinas (Swchartz 1997,
Arita 1999, Mc Ternan 2002), nuestro disefio inicial fue comparar entre pacientes y
donadores que coincidan en estos parametros. Como podemos confirmar en la Tabla
4,(seccion 6.1) tanto la proporcion mujeres vs hombres (15.6 vs 17, pacientes vs donadores,
respectivamente), como el IMC (26.7 vs 28.7, pacientes vs donadores, respectivamente) son
estadisticamente similares. De estos resultados podemos concluir que las poblaciones de

pacientes y donadores son semejantes.

B) EVALUACION METODOLOGICA

En el presente estudio, se estandarizaron el protocolo de ELISA para la
determinacion de los niveles plasmaticos de las adipocitocinas y citocinas. Como se puede
observar, tanto en la seccion de resultados, como en los apéndices, en todos los casos se
determind la concentracion del mensajero quimico por la interpolacion en una curva patron
realizada con la proteina recombinante humana. Para esta interpolacion se empled la
seccion de las curvas patron que mostraron una relacion lineal entre la DOagonm y la
concentracién de proteina (r* entre 0.8 y 0.95), lo cual indica una fuerte correlacion entre
los valores experimentales (DO499) el valor teorico (concentracion de citocina).

La reproducibilidad de las valoraciones se garantizo por la realizacién de ensayos
por triplicado para cada muestra en evaluacion. Posteriormente, las muestras que
observaron una desviacion estandar mayor al 20% de la media aritmética, fueron re-
analizados para confirmar el resultado experimental. De esa manera, se obtuvieron
valoraciones reproducibles en todos los casos. Finalmente, con el fin de comparar los
valores entre los diferentes ensayos, en todas las placas de ELISA se incluy6 una muestra

control (donador); permitiendo ajustar los valores entre conjuntos de ensayos.
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Un aspecto particularmente critico en la determinacion cuantitativa de citocinas es
la sensibilidad de la técnica empleada. Debido a que la sensibilidad depende, entre otros
factores, de la afinidad del anticuerpo por la citocina de interés, los parametros de los
protocolos para cada citocina seran particulares dependiendo de cada proveedor de
anticuerpos. En nuestro caso, se obtuvieron curvas patrén entre 0.1 y 10 ng de proteina, que
nos permitié la evaluacion de practicamente todas las citocinas a nivel sanguineo.
Desafortunadamente, esto no fue el caso para la determinacion de citocinas en el
sobrenadante de cultivo, debido a que se encontraba seguramente en niveles de

concentracion menores (<100 pg).

C) RELACION ADIPOCITOCINAS Y ACTIVIDAD CLINICA.

En este estudio, se observo que la leptina estaba significativamente mas elevada en
pacientes con AR respecto a donadores (t de Student <0.05%), lo cual podria sugerir su
posible participacion como un factor pro-inflamatorio. Como se describio en la
introduccion, varios estudios muestran que leptina induce activacion de la respuesta
inflamatoria, tanto en la induccién de citocinas pro-inflamatorias, como en la regulacion de
la activacion y diferenciacion celular de células inmunes (Mattioli 2005,Martin-Romero
2000). En este mismo sentido, otros grupos han evaluado la posible relacion clinica entre
estos factores adipogénicos y la actividad clinica en pacientes con AR (ver Tabla 2), sin
embargo, al evaluar con detalle los diferentes estudios se puede decir que no se puede dar
una conclusion. Primero, los estudios presentaron disefios muy diferentes entre ellos;
segundo, la variacion en las caracteristicas antropométricas y genéticas de las diferentes
poblaciones estudiadas ocasiond la obtencion de resultados muy dispares; tercero, las
técnicas de evaluacion fueron diferentes. Todo esto, en lugar de ayudar, dificulta en el
establecimiento de una propuesta cientifica. En ese sentido se puede observar que algunos
grupos reportan una asociacion significativa entre los niveles de leptina y la actividad
(Otero et al, 2006; Targonska-Stepniak et al, 2008; Targonska-Stepniak et al, 2010), pero
otros estudios no observaron esta relacion (Popa et al, 2005; Bokarewa et al, 2003). A
pesar de todo esto, y considerando que la prevalencia de sobrepeso-obesidad es muy alta en

la poblacion mexicana, consideramos que seria importante determinar el nivel basal de
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estas adipocitocinas en la poblacion sana de nuestro pais, al tiempo de comparar con los
pacientes con AR.

En relacion a esto, se ha observado que la leptina induce la proliferacion y
activacion de linfocitos T, al tiempo que induce la expresion de citocinas pro-inflamatorias
como TNFa e IFN-y, las cuales parecen ser importante en las manifestaciones clinicas de
los pacientes (Lord et al, 1998). Su aumento podria sugerir que la leptina podria estimular
la respuesta inflamatoria de los pacientes, y por ende, sus sintomas. En este sentido,
nuestros resultados mostraron una diferencia significativa entre pacientes y donadores que
coincide con el papel pro-inflamatorio de la leptina, sin embargo, cuando evaluamos su
asociacion con la actividad clinica de la enfermedad, obtuvimos una correlacion
significativa pero muy baja (rho de Spearman=0.23, p<0.05%). En base a estos resultados,
uno podria proponer que la relacion entre la leptina y la AR es indirecta y posiblemente,
vinculada a las citocinas y/o activacion de células inmunes en los pacientes. A semejanza
de nuestro resultados, otros estudios observado una diferencia entre donadores y pacientes,
sin obtener una asociacion estadisticamente significativa (Popa et al, 2005).

Por otro lado, como una estrategia para re-analizar las posibles relaciones entre los
niveles de adipocitocinas y pardmetros clinicos estratificamos nuestra poblacion de
pacientes en 3 grupos, en base a su actividad clinica (no activo, medio y alta actividad, ver
Seccion Resultados). Asi pudimos observar que los pacientes con niveles menores de
leptina fueron aquellos sin actividad (DAS28<2.6). Sin embargo este grupo estuvo
constituido s6lo por 8 pacientes, a diferencia de los grupos con baja (n=76) y alta actividad
(n=60). En este sentido, otra limitante del presente estudio fue el no contar con un niimero
suficiente de pacientes con baja o nula actividad (remisidon) que permitiera confirmar esta
relacion. En el otro sentido, nuestros resultados parecerian sugerir que los niveles mayores
de leptina se presentan en pacientes con mayor actividad (DAS28 >5.0). Estos resultados
sugieren que la leptina podria tener un efecto mas relevante en los pacientes con AR severa,
a diferencia de los otros grupos de pacientes. Para evaluar esto, sera necesario profundizar
en los efectos inflamatorios inducidos por la leptina en las células ex vivo de pacientes con
AR. Adicionalmente, como se describird mas adelante, esto podria sugerir que la leptina
puede ser empleado como un biomarcador del nivel de actividad clinica, lo cual orientaria

al reumatdlogo sobre la respuesta al tratamiento y la evolucion del paciente.
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Al evaluar la relacion entre los pardmetros generales de los pacientes y los niveles
de leptina, observamos una clara diferencia entre los dos grupos (ver Figura 14), a pesar de
contar con una relacion M/H e IMC similar entre los donadores y pacientes. En base a
estudios cldsicos donde se observo la relacion directamente proporcional entre el aumento
del IMC y los niveles de leptina (Swchartz et al, 1997), esperabamos que esto se
mantendria en el grupo de pacientes, sin embargo no encontramos una asociacion
significativa. Todo esto nos permite sugerir que el incremento de leptina en los pacientes
con AR no ocurre como consecuencia de la acumulacion de grasa corporal, sino mas bien
seria consecuencia de la respuesta inflamatoria del individuo. El efecto fisiologico de los
niveles altos de leptina inducido durante los procesos inflamatorios requiere un estudio mas
detallado, toda vez, que practicamente se desconoce.

Al evaluar la relacion entre el tiempo desde la aparicion de los sintomas y los
niveles de leptina, no observamos una asociacion significativa. Sin embargo, al estratificar
la poblacion en base al tiempo de evolucion, los mayores niveles de leptina se observaron
en los pacientes con AR establecida (> 1 afio desde inicio de los sintomas). En un estudio
previo se observd que los niveles de leptina se incrementaron en pacientes con AR
sobretodo en pacientes con tiempo de evolucion mayor a 10 afios; esto nos refuerza nuestra
propuesta de que la estimulacion de leptina sucede en una fase cronica de la enfermedad.
Esto permitiria plantear al menos dos hipdtesis: 1) que el incremento de leptina podria
favorecer la instauracion del estado cronico de la enfermedad 6 2) también, constituir una
consecuencia del tratamiento prolongado con anti-inflamatorios (AINES y FARMEs). En
todo caso, cualquiera de las dos propuestas seria interesante poder abordarla, en parte,
porque no existe (a nuestro conocimiento) antecedentes en la literatura especializada; al
tiempo que podria sugerir el disefio de nuevas estrategias terapéuticas para los pacientes
con AR en el control de la respuesta inflamatoria autoinmune.

La AR se caracteriza por ser un proceso inflamatorio cronico en donde los sistemas
de tolerancia inmunologica, tales como la muerte celular parecen perder su control. En este
sentido, también podria sugerirse que la leptina podria favorecer la activacion y sobrevida
de los linfocitos T infiltrados en la articulacion inflamada. Acorde con esto, se ha
demostrado que la leptina promueve la sobrevivencia de los linfocitos T modulando la

expresion de proteinas anti-apoptoticas, como Bcl-xL, en la apoptosis inducida por estrés
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(Fujita et al, 2002). De esta manera, se podria favorecer el estado inflamatorio cronico en
los pacientes con AR.

A semejanza de lo observado con la leptina en el presente estudio observamos un
aumento significativo en el nivel de adiponectina en el plasma de los pacientes con AR, con
respecto a los individuos sanos. Estos resultados estan de acuerdo con estudios previos de
otros grupos (Otero et al, 2006). Sin embargo, llama la atencién porque esta molécula se ha
asociado preferentemente con efectos anti-inflamatorios (Chen 2006). Cuando se evalud su
relacion con la actividad de la enfermedad no observamos una correlacion significativa; sin
embargo, a semejanza de la leptina, los pacientes con mayor nivel de actividad presentaban
niveles mayores de adiponectina (ver Figura 16). Aunque algunos estudios han sugerido la
participacion de adiponectina en el proceso inflamatorio cronico de pacientes con AR
(Otero et al, 2006), otros estudios sugieren que son elementos independientes
(Senolt et al, 2006). Nuestro estudio carece de elementos suficientes para proponer la
participacion de la adiponectina durante la AR. Es sin embargo, importante sefialar que los
niveles basales en los pacientes con AR son estadisticamente mayores que los donadores.
Este resultado podria explicarse sugiriendo que los niveles de adiponectina se elevan como
un mecanismo de control anti-inflamatorio, situacién que se ha reportado por el incremento
de leptina o citocinas pro-inflamatorias como IL-6 (Tang et al, 2007). En el mismo sentido,
nosotros y otros grupos hemos observado que otro factor anti-inflamatorio conocido: el
TGF-B, se eleva significativamente en los pacientes con AR, pero sélo a nivel articular; sin
observarse diferencias con donadores a nivel periférico. Al evaluar la respuesta ex vivo de
las células sinoviales de pacientes con AR a la activacion de esta citocina observamos
importantes deficiencias: 1) observamos que sus receptores especificos disminuyen en la
membrana; 2) presentaron menor capacidad para inducir la fosforilacion de Smad 2/3 al
incubar in vitro con TGF- (manuscrito en preparacion). En un contexto semejante,
podriamos pensar que el incremento de adiponectina podria ser una respuesta a la
inflamacién sistémica, y por si mismo, constituir un sistema de control anti-inflamatorio.
Sin embargo, se requiere profundizar el estudio del efecto de la adiponectina para poder
sugerir su funcion anti-inflamatoria. Sin embargo, resulta paraddjico que los pacientes con
AR que presentan mayores niveles de adiponectina, son aquellos que tienen una actividad

mayor.
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Como se describidé en la seccion de antecedentes, se ha sugerido una relacion
inversamente proporcional entre los niveles de adiponectina y el IMC.Ssin embargo, en este
estudio no pudimos observar esta relacion en los pacientes con AR. Esto pareceria sugerir
que el proceso autoinmune constituye un estimulador importante para la secrecion tanto de
leptina como de adiponectina. Sera preciso ampliar estos estudios en modelos in vitro para

poder disectar los factores responsables de los niveles plasmaticos de estas adipocitocinas.

A diferencia de lo observado con leptina, los niveles mayores de adiponectina se
observaron en los pacientes con inicio reciente, aunque tampoco se pudo establecer una
correlacion significativa. Esto permitiria sugerir que los factores inductores de la secrecion
de adiponectina aparecerian temprano durante la evolucion de la enfermedad. Asimismo,
uno podria sugerir que la estimulacion de la secrecion de adiponectina podria bloquearse en
el establecimiento del estado cronico de la AR, de ahi que observamos niveles mayores de

esta adipocitocina fundamentalmente en el plasma de pacientes de inicio reciente.

Es dificil proponer la participacion de la resistina durante el desarrollo de la AR.
Primero, no observamos una diferencia significativa entre donadores y pacientes con AR;
aunque se puede observar una tendencia a presentar niveles mayores en los pacientes. Al
estratificar los pacientes en base al tiempo de evolucion, observamos que los pacientes de
menor tiempo desde el inicio de los sintomas, son quienes muestran niveles mayores de
resistina. Por otro lado, a diferencia de lo observado con leptina y adiponectina, no se
observaron cambios en su concentracion por efecto del proceso inflamatorio, actividad
clinica, IMC y niveles de autoanticuerpos.

A diferencia de otros estudios (Migita et al, 2006; Senolt et al, 2007) donde se ha
descrito una relacion entre los niveles altos de resistina y la actividad inflamatoria en los
pacientes con AR, aqui no observamos estos cambios. Un aumento en el tamafio de la
poblacion de pacientes, posiblemente no influya significativamente, toda vez que el
presente estudio comprende una poblaciéon mayor de pacientes (131, este estudio vs 42
Migita, 2006). Una posible explicacion de los resultados seria considerar las diferencias
genéticas de las poblaciones de estudio: se observo un cambio de resistina en poblacion
japonesas (Migita et al, 2006) y centroeuropea (Senolt et al, 2007), pero en la poblacion

mestiza mexicana, los resultados fueron negativos. En este sentido, seria interesante
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comparar los elementos caracteristicos de predisposicion genética entre estas poblaciones:

HLA-DRBI, epitope compartido, polimorfismos para TNF-a, PTN22, etc.

D) RELACION DE ADIPOCITOCINAS Y AUTOANTICUERPOS.

Dado que los niveles de autoanticuerpos constituyen las herramientas diagnosticas
mas empleadas, tanto por su presencia desde tiempos tempranos como su buena relacion
con la actividad clinica de los pacientes con AR. Uno de las contribuciones importantes de
este estudio fue evaluar la posible relacion entre los niveles de autoanticuerpos y las
adipocitocinas en este tipo de pacientes. En este sentido, aunque observamos una
correlacion positiva entre los autoanticuerpos aPCC y los niveles de leptina (rho=0.16) y
adiponectina (rho=0.13), los valores fueron poco significativos. Por el contrario,
observamos un nivel mayor de asociacion con los titulos de FR para leptina (=0.33) y para
adiponectina (0.29). Resulta significativo que cuando se evalud so6lo a los pacientes con
titulos mayores de 500 U/ml de FR observamos un incremento en el valor de correlacion.
Para leptina aumento de 0.33 a 0.54 y para adiponectina aumentd de 0.29 a 0.50. Esto
podria sugerir una relacion directamente proporcional entre los niveles del FR y los niveles
de estas adipocitocinas en los pacientes con mayor actividad y con niveles elevados de
autoanticuerpos.

Sin embargo, estos resultados no nos da informacion sobre los mecanismos
funcionales entre estos dos factores. Asimismo, el hecho de poder encontrar una clara
correlacion entre el FR y los niveles de adipocitocinas, da valor a nuestra propuesta de
utilizar a estas adipocitocinas como biomarcadores del estado clinico de los pacientes con
AR. Es necesario considerar que varios estudios han propuesto que la capacidad predictiva
es mayor de la presencia de aCCP, en comparacion con los titulos de FR sin embargo, no
se conoce los mecanismos de generacion de cada uno de estos autoanticuerpos como para

poder explicar su nivel de especificidad.

E) RELACION ADIPOCITOCINAS Y CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS.

Resultd interesante encontrar una correlacion positiva entre indicadores de un

proceso inflamatorio con AR, como son las citocinas pro-inflamatorias y las adipocitocinas.
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Particularmente, la posible relacion entre IL-17 y leptina podria ser muy significativa dado
que esta citocina estd asociada a procesos inflamatorios cronicas y erosion 6sea que son los
casos mas graves de la AR. En este sentido, se podria sugerir que la leptina podria
participar en la activacion, diferenciacion y sobrevida de células secretoras de IL-17
(linfocitos T, Th17). A nuestro conocimiento, solo existe un estudio previo, con células
mononucleares de sangre periférica de pacientes de la enfermedad Vogt-Koyanagi-Harada
(VKH), se observé que estimulacion con leptina estimulaba la secrecion de IL-17 Liu et al,
2008). Una de las perspectivas mas interesantes de este estudio, sera evaluar in vitro la
relacion entre la leptina y la secrecion de IL-17 en linfocitos T CD*",

En este estudio observamos que los niveles altos de adiponectina se asocian de
manera significativa con un incremento en los niveles de TNF-a. En este sentido, algunos
estudios recientes sugieren que la citocina TNF-a induce la inhibicién en adipocitocinas
como adiponectina y vifastina (Li et al, 2009). Lo cual podria sugerir, por un lado, que el
incremento de TNF-a y el estado cronico de la AR, podria inducir una disminucién en los
niveles de adiponectina. Sin embargo, esto solo no podria explicar la relacion positiva que
observamos entre estas dos moléculas. En otras situaciones patologicas, como la
hipertension (Patel et al, 2009) y la infeccion por Mycobacterium avium
(Tasaka et al, 2010), se haobservado una relacién positiva entre la adiponectina y el
TNFa, parecido a nuestros resultados del presente estudio. Sin embargo, hay un ntimero
importante de reportes donde la relacion observada entre estos elementos es negativa: el
aumento de uno de ellos, implica la disminucién del otro (Lee et al, 2008; Serelis et al,
2008). De acuerdo a varios otros estudios, aqui observamos que los niveles plasmaticos del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) fueron significativamente mayores en los
pacientes. Asimismo se ha podido demostrar por otros grupos que esta citocina participa
activamente en la patogénesis de la AR al favorecer la inflamacidon persistente en las
articulaciones, la destruccion de cartilago articular y la erosion de hueso, proceso

caracteristico de esta enfermedad (Choi et al, 2001).
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F) PARTICIPACION DE LAS ADIPOCITOCINAS EN EL
DESARROLLODE LA AR.

En base a los antecedentes de la literatura, se podria sugerir que un aumento
sistémico de leptina en los pacientes con AR, podria contribuir de manera importante a
incrementar el nivel inflamatorio (aumento de TNF-a, IFNy y activacion de linfocitos T).
El aumento de adiponectina podria sugerir la presencia de un sistema de control de la
inflamacion, donde el aumento de esta adipocitocina podria inhibir las sefiales de la leptina
o del TNF-a. Sin embargo, en pacientes con tiempo de evolucion mas prolongado, la
sensibilidad al efecto de adiponectina podria verse inhibido (resistencia a la adiponectina),
quizds por la disminucién en los receptores membranales y por tanto favoreciendo un
estado inflamatorio (aumento de TNF-a).

En base a previos estudios, se sugiere que el incremento de los niveles de leptina
podria ser un estimulador del proceso inflamatorio, durante el desarrollo de la AR (ver
Figura 14). En este contexto, la leptina podria favorecer la proliferacion, sobrevivencia y
diferenciacion de células autorreactivas. De manera indirecta podria estimular la secrecion
de citocinas pro-inflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNF-a. En este sentido, seria muy
interesante verificar la propuesta aqui generada de que la leptina podria favorecer la
diferenciacion de linfocitos T hacia la subpoblacion de Th17, células productoras de IL-17.
Esto ultimo podria explicar la asociacion que observamos en el presente trabajo, entre los
niveles de leptina e IL-17 en la sangre de pacientes con AR. Por otro lado, la leptina podria
estimular la activacion y diferenciacion de linfocitos B autorreactivos y por ende, favorecer
la sintesis de autoanticuerpos. Esto ultimo podria sugerirse de la relacion positiva entre el

aumento de leptina y los titulos de FR en los pacientes.

Resulta significativo que el incremento de leptina ocurre de manera independiente a
la proporcion de grasa corporal, por lo que se podria sugerir dos explicaciones: 1) Durante
la inflamacién cronica, los adipocitos son estimulados a secretar mas leptina; 2) Las otras
fuentes de leptina son el blanco de la estimulacion inflamatorio. Resultados de este estudio
sugieren que la leptina se encuentra en niveles elevados en pacientes con AR establecida (>
1 afio desde el inicio de los sintomas) por lo que podria sugerirse que es consecuencia de la

inflamacion inducida durante la AR. Sin embargo, podria participar en el establecimiento
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del estado cronico de la enfermedad, la actividad y la respuesta al tratamiento. En
cualquiera de estos casos, segun el esquema aqui propuesto (ver Figura 38), la regulacion
farmacoldgica de los niveles de leptina podria ayudar en el control del proceso inflamatorio

y de los sintomas en los pacientes con AR.

Finalmente se ha sugerido en varios estudios que la adiponectina desempena un
papel anti-inflamatorio sea por la inhibicion de las acciones de la leptina o resistina, o por
su efecto bloqueando la secrecion de citocinas pro-inflamatorias. En este contexto, la
presencia de niveles significativamente elevados en los pacientes con AR parece ofrecer
una situacion contraria, donde la adiponectina podria participar de alguna manera en el
estado inflamatorio crénico y favoreceria la respuesta autoinmune (ver Figura 38). La
presencia de niveles elevados de adiponectina en el plasma de pacientes con AR ya se ha
descrito también por otros autores (Otero et al, 2006; Tan et al, 2009), lo que apoya
nuestros resultados. Sin embargo, no se ha podido dar una explicaciéon funcional, que

explique a cabal medida su funcién en la AR.
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Figura 38.- Posible participacion de las adipocitocinas en el proceso inflamatorio inducido
durante el desarrollo de la artritis reumatoide (AR). El adipocito secreta adiponectina, de la
cual se desconoce su perfil inflamatorio, podria estar compitiendo con leptina tratando de menguar
la inflamacion o estar promoviéndola; por otro lado el adipocito secreta leptina la cual promueve la
expresion de citocinas inflamatorias asi como la activacion y diferencacion de algunos estirpes
celulares como el TH17, asi también las adipocitocinas podrian influenciar la expresién de
autoanticuerpos. El papel de resistina no esta bien esclarecido aunque pareciera tener un perfil
inflamatorio.
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VIII. PERSPECTIVAS

1.- Con el objetivo de encontrar asociaciones significativas entre los parametros clinicos y

los niveles de citocinas/adipocitocinas, se propone incrementar el numero de pacientes
y donadores incluidos en este estudio.

2.- Con el fin de confirmar la asociacion observada entre los niveles de las adipocitocinas y
la respuesta inmune, seria necesario realizar estudios in vitro con modelos celulares
(células Jurkat) o con células T derivadas de sangre periférica de donadores o pacientes
con AR. En estos estudios, se pretenderia evaluar las consecuencias celulares y

funcionales de la incubacion con leptina y/o adiponectina.

3.- La alteracion de los receptores para las adipocitocinas y/o los intermediarios de

sefializacion claves para el efecto inducido por leptina y adiponectina podria inducir
cambios en la respuesta inmunoldgica como la induccion de la secrecion de citocinas

pro-inflamatorias (p. ejemplo, TNF- a o IL-17).
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APENDICE A (IL-6)

Para determinar la concentracion de IL-6 a partir de la densidad 6ptica (DO), se
estandarizo una curva patron con la proteina IL-6 recombinante humana (Prepotech Cat:
200-06 Lot: 0203B16 F2508) resultando en una curva con una pendiente 0.1236 un valor
de ordenada al origen de -0.0015. En base a los anteriores parametros y considerando el
factor de dilucion de la muestra a evaluar, se pudo obtener las concentraciones, en unidades
de ng/ml. El grado de confiabilidad de nuestra estrategia de cuantificacion, nos la
proporcioné el factor de correlacién (r%), que este caso fue de 0.9986, como se ve en la

Figura 39
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Figura 39.- Curva patrén para IL-6. La siguiente curva patron resulté de 3 diferentes ensayos
independientes. Los resultados se presentan como la media y la desviacion estandar, para cada
concentracion.

Comparacion de niveles de IL-6 entre donadores y pacientes con AR.

En este estudio observamos que que los niveles de IL-6 en suero son un poco mas
elevados en donadores con respecto a los pacientes (pacientes 5.119 + 0.1044 y donadores
5.393 £ 0.1078 ng/ml, (ver Figura 40), sin embargo esta diferencia resultd no significativa

al evaluar mediante la prueba de Mann Whitney: p: 0.0778.
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Figura 40.- Niveles de IL-6 en plasma encontrado entre pacientes con AR y donadores
Grafica de barras que muestra el promedio de las concentraciones de IL-6, en sangre periférica de
pacientes (P) y donadores (D) con la enfermedad. No se observé diferencia significativa p: 0.0778,
n=131.

Por otro lado, al evaluar la relacion entre la actividad de la enfermedad de los
pacientes con AR y los niveles plasmaticos de IL-6 no se encontrd6 una correlacion
significativa (tho: 0.07446, p: 0.3861), como se muestra en la Figura 41A. Asimismo,
tampoco observamos una asociacion estadisticamente significativa entre los niveles de IL-6
y el tiempo de evolucion (rho: -0.07653, p=0.3741, ver Figura 41B), o el indice de masa
corporal (41C). Conviene considerar que a pesar de no observar una relacion estadistica
entre el tiempo transcurrido desde la primera observacion de sintomas y los niveles de IL-6,
se observa un aumento de esta citocina en los pacientes con mayor tiempo de evolucion

(> 20 afos).

Al analizar la relacioén entre los niveles de IL-6 con los titulos de autoanticuerpos
aCCP encontramos una correlacion estadistica (rho: 0.1796, p: 0.0312) (ver Figura 41D).
También observamos una diferencia significativa en los niveles de IL-6, al comparar los
grupos de pacientes en base a su titulo de aPCC (bajo < medio, p=0.044; bajo< alto,
p=0.018, datos no mostrados). Esto podria sugerir que habria una tendencia a presentar

niveles mayores de esta citocina en los pacientes con niveles altos de este autoanticuerpo.
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Figura 41.- Relacion entre la actividad, el tiempo de evolucion, el IMC y el titulo de aPCC con
los niveles de IL-6. A) Correlacion entre la actividad (DAS28) y los niveles de IL-6 (rho:0.07446,
p: 0.3861 ); B) Correlacion entre el tiempo de evolucion de la poblacion de pacientes y los niveles
de IL-6 (rho: -0.076539, p: 0.3741); C) Correlacion entre el IMC de la poblacion de pacientes y los
niveles de IL-6 ; D) Correlacion entre el titulo de aPCC de pacientes y los niveles de IL-6 (rho:
0.1796, p: 0.0312), n=131.

Algo similar ocurrié al comparar los niveles de citocina y de FR, tampoco se
observo una correlacion estadistica (rho=0.268, p=0.0012, datos no mostrados), pero si hay
una diferencia al comparar los niveles de citocina entre los pacientes con niveles menores a
200 U/ml vs aquellos con niveles mayores (Mann Whitney, p=0.0256). Esto podria también
sugerir que habria una tendencia en los pacientes con niveles altos de este autoanticuerpo y

posiblemente, con mayor actividad de la enfermedad.
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APENDICE B (TNF-a)

Para la determinacion de la concentracion de TNFa se estandarizé una curva
patron, empleando como estandar la proteina TNFa recombinante humana (PeproTech. No:
Cat# 300-01A. Lot# 0604CY25 K155). Esta curva patron nos permitio establecer la
relacion entre la cambio de concentracion de la proteina y la densidad optica. Esta relacion
puede caracterizarse por una pendiente de 0.01132 y un valor de ordenada al origen de
0.1488 (ver Figura 42). En base a los anteriores parametros, y considerando el factor de
dilucion de la muestra a evaluar, se pudo determinar las concentraciones, en ng/ml, para las
muestras plasmaticas tanto de donadores como pacientes con AR. El grado de confiabilidad
de nuestra estrategia de cuantificacion, nos la proporciond el factor de correlacién (%), que

en caso de la curva de TNFa fue de 0.9112.

0.254

0.204

DO
490nm

0.154

0.10 T T
Vv V ©

TNFo [ng/ml]

Figura 42.- Curva patréon para TNFa. Se cuantifico la concentracion de TNFa por elaboracion de
una curva patréon a diferentes concentraciones y empleando TNFa humana recombinante, n=3,
p: 0.9112.

Niveles de TNF-a en pacientes con AR.

En el presente estudio, los niveles de TNF- a fueron significativamente mayores en
pacientes con respecto a los donadores, (pacientes 16.07+0.61 y donadores 8.51 + 0.70), al
evaluar mediante la prueba de Mann Whitney (p < 0.0001), como se observar en la Figura

43.
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Figura 43.- Los pacientes presentan niveles sanguineos mayores de TNF-a con respecto a los
donadores. Grafica de barras que muestra el promedio de las concentraciones de TNFa, en sangre
periférica de pacientes (n=131) y donadores (n=90). Aplicando al prueba de Mann Whitney, se
obtuvo un valor de p<0.001, P respecto a D.

A pesar de observar una clara diferencia entre pacientes con AR y donadores, al
evaluar la relacion entre la actividad de la enfermedad (DAS28) y los niveles plasmaticos
de TNFa no se encontrd una correlacion significativa (tho de Spearman: 0. -0.06094),
como se muestra en la Figura 44A. Adicionalmente, se comparo los niveles de esta citocina
en los tres subgrupos de pacientes con AR: sin actividad (< 2.6), baja actividad (>2.6 y
<5.0) y alta actividad (> 5.0), y se obtuvo una p de Mann Whitney de 0.83, que sugiere que

los tres grupos de pacientes presentan niveles similares de TNF-a (datos no mostrados).

Asimismo, tampoco observamos una asociacion estadisticamente significativa entre
los niveles de IL-6 y el tiempo de evolucion (rho=0.003, 44B), o el indice de masa corporal
(rho=0.02935, 44C). Igualmente, se intentd estratificar los pacientes en base a las variables,
pero tampoco se observo diferencia significativa. Conviene resaltar, que a semejanza de lo
observado en leptina, a pesar de que el IMC fue similar entre donadores y pacientes con
AR, el nivel de esta citocina fue significativamente mayor. De este analisis se podria

concluir que ninguna de estas variables podria asociarse con los niveles de la citocina.
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Figura 44. -Relacion entre la actividad, el tiempo de evolucion, el IMC A) Correlacion entre la
actividad (DAS28) y los niveles de TNFa (rho: -0.061, p: 0.4681), ; B) Correlacion entre el tiempo
de evolucion de la poblacion de pacientes y los niveles de TNF-a (rho: 0.002); C) Correlacion entre
el IMC de la poblacion de pacientes y los niveles de TNFa, n para todos los casos de 131.

Por otro lado, al analizar la posible relacion entre los titulos de autoanticuerpos (FR
0 aPCC) con los niveles de la citocina (ver Figura 45A y 45B), observamos una asociacion
estadistica significativa pero baja para FR (rho Spearman= 0.24, p= 0.0030, ver Figura
45A) y para aPCC (rho=0.27, p=0.0009, ver Figura 45B), cuando se evalu6 la poblacion
completa de pacientes. Sin embargo, también observamos que los pacientes con niveles
mayores de FR (>2000 U/ml) y de aPCC (>100 U/ml), presentaron niveles
significativamente mayores de TNF-a, con respecto a los pacientes con niveles menores de
FR (p=0.035) y de aPCC (p=0.008). Cuando se reevalua la asociacion de los niveles de esta
citocina, so6lo entre el subgrupo de pacientes con niveles altos de autoanticuerpos, los

niveles de correlacion se incrementan sensiblemente (ver Figuras 46A y 46B,): para
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pacientes con niveles superiores a 100 U/ml de FR, la rho de Spearman fue 0.3831,

p=0. 0403; para los pacientes con niveles superiores a 100 U/ml de aPCC, la rho fue de

0.311, con p=0.0262. Esto sugiere una asociacion directamente proporcional entre los

niveles mayores de esta citocina, con aquellos pacientes que presentan titulos elevados de

autoanticuerpos.
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Figura 45.- Relacion estadistica entre los titulos de autoanticuerpos FR y aPCC con los
niveles de TNF-a. Se muestran graficas discontinuas, para los pacientes con niveles de FR < 1000
U/ml [rho= 0.24, A)] y menores a 100 U/ml de aPCC [rho=0.27,B)]. La segunda parte de la grafica
muestra la correlacion de Spearman para el grupo de pacientes con niveles elevados de
autoanticuerpos, y muestra un aumento en la asociacion: FR, rho= 0.3831 y aCCP, rho=0.3113;
para ambos casos n=131.
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Figura 46.- Relacion estadistica entre los titulos de autoanticuerpos altos para FR (A) y aPCC
(B) con los niveles de TNF-a. A) Se muestra grafica, para los pacientes con niveles de FR > 1000
U/ml (rho= 0.383, p: 0.0403), n=28.. B) Se muestra grafica para los pacientes con niveles mayores a
100 U/ml de aCCP (rho=0.3113, p: 0.0262), n=33.
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APENDICE C (IL-17)

Para la determinacion de los niveles plasmaticos de IL-17, se procedié a optimizar
una curva patron elaborada con la proteina IL-17 recombinante humana (Peprotech. Cat:
200-17 Lot: 03284), la cual nos serviria para la realizar la relacion entre la concentracion
de la proteina con la densidad oOptica. Esta relacion presentd una pendiente de 0.005273 un
valor de ordenada al origen de 0.1522. Con estos pardmetros, y considerando el factor de
dilucion de la muestra a evaluar, se pudo determinar la concentracion de IL-17 para las
muestras de pacientes y donadores en unidades de ng/ml. Asimismo, esta curva patrén
presentd un factor de correlacion (), que en caso de la curva de IL-17 fue de 0.8270, en el

intervalo entre como se ve en la figura
1.0+
0.8+

0.6+

D.O
490nm

0.4+

0.2+

0.0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

IL-17
[pg/mi]

Figura 47. Curva patrén para IL-17. Se cuantificé la concentracion de IL-17 por elaboracion de
una curva patron a diferentes concentraciones y empleando 1L-17 humana recombinante, n=3.

En el estudio de la presencia de la IL-17 se encontré que los niveles de esta proteina en
suero son significativamente mas elevados en pacientes con la enfermedad respecto a
donadores, (pacientes 116.0 £ 4.268 y donadores 35.43 + 2.013) corroborada con una
prueba de Mann Whitney p < 0.0001.
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Figura 48.- Niveles de IL-17 en plasma encontrado entre pacientes con AR y donadores. A)
Grafica de puntos donde se muestran los niveles diferentes encontrados entre donadores (D) n=90,
y pacientes con la enfermedad (P) n=131, p < 0.0001.

A pesar de observar una clara diferencia entre pacientes con AR y donadores, al
evaluar la relacion entre la actividad de la enfermedad (DAS28) y los niveles plasmaticos
de IL-17 no se encontrd una correlacion significativa (tho de Spearman: 0.1330) como se
muestra en la Figura 49A. Adicionalmente, se compard los niveles de esta citocina en los
tres subgrupos de pacientes con AR: sin actividad (< 2.6), baja actividad (>2.6 y <5.0) y
alta actividad (> 5.0), y se obtuvo una p de Mann Whitney de 0.0422, que sugiere que el
grupo de pacientes presentan con niveles mas altos encuentra una mejor asociacioén con IL-

17(ver Figura 49B)

Tampoco observamos una asociacion estadisticamente significativa entre los niveles
de IL-6 y el tiempo de evolucion (tho=0.07375, p= 0.3865, ver Figura 50A). Sin embargo,
al hacer la clasificacion en subgrupos existié una relacion significativa entre el grupo T
(pacientes con menos de un afo con la enfermedad), donde los niveles de la citocina fueron
mas altos respecto a los pacientes del grupo con mas de 20 afios con la enfermedad (L) p:

0.0284 como se observa en la Figura 50B (p: 0.0422).
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Figura 49.- Relacion entre el nivel de IL-17 plasmatica y el grado de actividad. A) Correlacion
entre [L-17 y pacientes con AR correlacion no significativa, (rho=0.1330, p: 0.1160), n=131. B) Se
muestra el promedio de las concentraciones de leptina de los grupos de pacientes con AR, los cuales
se estratificaron en base a su nivel de actividad clinica: no activos (NA), n=8; actividad media (M)
n=76; y actividad alta (A), n=60; (p: 0.0422, para el grupo M respecto A; p: 0.0480, para el grupo A
respecto a NA).
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Figura 50.- Relacion entre el tiempo de evolucion, los niveles de IL-17 y la estratificacion de
los diferentes grupos A) Correlacion entre el tiempo de evolucion del total de la poblacion de
pacientes y los niveles de IL-17 (r: 0.07375, p: 0.3865). B) Estratificacion de los diferentes tiempos
de evolucion de los pacientes y los niveles de IL-17; T pacientes con menos de un afio con la
enfermedad n= 11, M pacientes entre 1 y 20 afios n=65 y L pacientes con mas de 20 afios con la
enfermedad n=55, p: 0.0144 para el grupo L respecto a T.

Tampoco observamos una asociacion estadisticamente significativa entre los niveles
de IL-17 y el indice de masa corporal (tho= 0.06644, ver Figura 51A). Conviene resaltar,
que a pesar de que el IMC fue similar entre donadores y pacientes con AR, el nivel de esta
citocina fue significativamente mayor esto podria sugerir que el aumento de esta

adipocitocina estd relacionada més bien con la inflamacion cronica. Al analizar la relacion

entre los niveles de IL-17 y los titulos de autoanticuerpos FR y aPCC no observamos
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ninguna asociacion estadistica (rtho= R: 0.06409, rho 0.1359 respectivamente, datos nos
mostrados para FR ver Figura 51B) Adicionalmente, al estratificar la poblacion de
pacientes en base a los niveles del FR y aPCC (B, bajo, M, medio y A, alto) no pudimos
observar una diferencia significativa entre los grupos para FR no asi para aPCC, en donde
observamos la existencia de una asociacion estadistica entre los niveles de adiponectina y

FR sobretodo en los pacientes con niveles elevados de FR (p= 0.0263) (datos no

mostrados).
B)
“e *
e o °
$ o o

IMC (kg/m?)
IL-17 [pg/ml]

300
350

1
o
Tel
N

1 1 1 1
0 50 100 150 200 250
IL-17 [pg/ml] aPCC

Figura 51.- Relacion entre IMC y Titulo de anticuerpos. A) Correlacion entre IMC y los
niveles de IL-17(rho: 0.06644); Los circulos llenos corresponden a los pacientes (P), n=90 y los
circulos vacios corresponden a los donadores (D) n=131. B) Correlacion entre titulos de aPCC y los

niveles de IL-17(rho: 0.1018, p: 0.1359), n=131.
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APENDICE D

Two-year follow-up of plasma leptin
and other cytokines in patients with
rheumatoid arthritis

Leptin is an adipocyte-derived homnone that may regulate the
immune response! T reduction is associated with increased
susceptibility to infection, whereas the opposite is associated
with proinflammatory  cytokine  production in chewmatcid
arthitis (RA) and other autcimmune disarders? Leptin could
represent a link between the immune response, metabalic func-
rions and nueritional status

While the concentmation of leptin may be increased in the
plazma of patients with BA, in the symovial Auid it seems to
be decreased? ® Although some reports found no difference
between leprin plasma concentrations in patients with FA and
healthy contrals, we found it increased in RA, particularly in
those patients with longer discase duration Leptin concen-
tration alse correlated with disease activity measured by the
IE-joint count Disease Activity Score (DASZE. Since leprin
concentrations continue to increase when other cytokines (eg,
rumour necrosis factor e (THFa)) have reached a plateau, it has
been proposed that lu:fﬁ.n has a role in maintaining long-temn
inflammarary activity,

We studied non-fasting serum samples from 19 patients
with BA (12 women; mean age 45£11.6 years, mean body
masg index (BMI 27 244.8; mean disease duration 9+8 years;
mean DASZE 4.5+2.5) weared for the previous 19 months with
stable doses of methotrexate 10-20 mghweek, chloroquine 150
myg/day and prednisone =10 mg/day, but no biclogical agents.
We performed triplicate ELISAs of serum to determine the lev-
els of leptin, adiponectin, THFa and intedeukin (IL)17 ar bage-
line and 2 years later. Statistical differences were evaluated by
the Wilcoxon signed rank test and correlation by Spearman
analysis.

The mean difference ratios between baseline and the 2-year
measurements were 1142054 for DAS2S (p=0.22), 1.17£0.42
far leptin (p=0.62), 2.52+1 85 for adiponectin (p<0.01), 2.47£1 .3
for THEx (p<0.01) and 243£1.2 for IL17 {p<.01) The BiI
remained stable during follow-up. There was a significant corme-
laticn between changes in DAS2E and leptin (r=0.59, p=0.008),
and between leptin and IL17 (=049, p=00Z). Increases in
lzptin paralleled increases in DASZE (figure 1A), and changes
in IL17 (figure 1B). Ant-cyclic cirullinated peptide {and-CCF)
antibodies did not comelate with leptin cr IL17, yet two groups
of patients, one with low and ancther with high anti-CCP anti-
bodies titres, showed different correlations with DAS2E and
IL17 {data ot shewn).

In comparison with other biomarkers—which correlate with
pathogenegis and joint damage—used for diagnostic and prog-
nostic purposes in BA7 leptin seems to be related to long-temmn
discase activity and may alsc have a rele in regulating tissue-
specific immune responsss mediated by cytokines such as IL17.
Although cur study included cnly a small group of patients, we
belizve our findings could be confirned in larger groups, despite
several studies failing to show any relation between leptin lev-
els and RA disease activity” We conclude that it is peesible
that leptin levels change in direct relation to disease progression
and in close relation to changes in IL17 titres over time. Further
studics are warranted to examine the role of leptin as a discase

activity biomarker in patients with BA.
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Figure 1  Correlation between (A changes in 28-joint count Dissasa
Activity Score (DAS23) and leptin (p=0.008; r, =0.59) over tima and (B}
changes in intedeukin {IL17 and leptin overtime (p=0.02; r, =0.49).

4 refers o the mean ratio in the DASZE score between bassline and

at 2 years, the mean change in the plasma concentrations of laptin
between baseline and at 2 years, and the mean change in the plasma
concantrations of IL17.
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