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[. Titulo

Efecto del bloqueo de la co-sefializacion CD80/CD86:CD28 sobre la expresion de la
molécula CD28 en linfocitos T CD4+ en pacientes con Artritis Reumatoide bajo

tratamiento créonico con CTLA-4lg (abatacept)
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[l. Antecedentes

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad que se caracteriza por inflamacién y
dolor de las articulaciones. Es simétrica, poliarticular y suele afectar principalmente
articulaciones pequefias como las metacarpofalangicas (MCF), interfalangicas
proximales (IFP), carpos y metatarsofalangicas (MTF), pero también codos, hombros,
coxofemorales, rodillas y tobillos. Se acompafia de otros datos como rigidez articular
mayor a 30 minutos, e incluso sintomas constitucionales no especificos, como astenia,

adinamia, hipertermia y pérdida de peso. (1)

Existen diversos marcadores séricos de inflamacion para Artritis Reumatoide que nos
permiten determinar la actividad de la enfermedad e incluso su gravedad. Dentro de los
principales, contamos con los reactantes de fase aguda como la proteina C reactiva
(PCR) y la velocidad de sedimentacién globular (VSG), asi como con una gama de
citocinas pro-inflamatorias como la interleucina-6 (IL-6), IL-1, factor de necrosis tumoral

(TNF). Estos aumentan o disminuyen, es decir, fluctian segun la actividad de la artritis.

La patogénesis exacta de la AR no se encuentra determinada por completo, pero se
sabe que el sistema inmune y la activacion inapropiada del mismo, juegan un papel
fundamental. Se involucran una gran variedad de células inmunitarias y citocinas, que a
su vez activan fibroblastos, condrocitos y osteoclastos, asi como producen

metaloproteasas y otras moléculas que producen destruccién articular. (2)

Ademas, se encuentran ya desde hace varios afios en investigacion, los linfocitos

CD4+ CD28null (nulo) los cuales se consideran marcadores de inmunosenescencia,
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secundario al estimulo continuo de los Linfocitos T liberados en el timo. Estos linfocitos
se han propuesto como predictores de AR progresiva y erosiva, siendo el motivo del

presente estudio. (3)
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1. Justificacion

Las células T CD4+ se presentan en una gran variedad de las vias patogénicas de la
Artritis Reumatoide (AR). La via de co-estimulacion mediada por CD28 es critica para
la activacion de las células T. El abatacept (CTLA-4Ig) es un medicamento bloqueador

de esta via co-estimulatoria, ya que evita la unién del CD28 a los receptores CD80/86.

Se ha encontrado un incremento de células T con ausencia de CD28 (CD28 null) en el
envejecimiento normal y en enfermedades autoinmunes como la AR. Por esto, se ha
postulado que las células CD4+CD28 null representan un grupo de linfocitos T con
senescencia prematura y que juegan un papel importante en la etiopatogenia de la AR.
Existen estudios recientes en pacientes con AR que sugieren una disminucion de
células CD4+CD28null posterior a 6 meses de tratamiento con abatacept. Sin embargo,

la permanencia de este efecto a largo plazo esta por determinarse.

Este estudio se efectué para determinar si el abatacept (CTLA-41g) utilizado a largo
plazo puede lograr una disminucion persistente de las células T CD4+CD28null en

pacientes con AR.
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IV. Objetivos

Primario:

- Determinar si el abatacept (CTLA-4lg) utilizado a largo plazo puede lograr una

disminucion persistente de las células T CD4+CD28null en pacientes con AR.

Secundarios:

- Comparar la expresion de la molécula CD28 en linfocitos T CD4+ de pacientes
con AR tratados con Abatacept (CTLA-4lg), versus pacientes con AR
establecida tratados Unicamente con farmacos modificadores de la enfermedad
(FARMES).

- Comparar la expresion de la molécula CD28 de los linfocitos T CD4+ de los
pacientes con AR (con Abatacept 6 s6lo FARMES) versus controles sanos.

- ldentificar cambios en la concentracion de citocinas prototipicas de la AR y de
reactantes de fase aguda con respecto a la inhibicion de la co-sefalizaciéon

CD80/CD86: CD28.
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V. Marco Tebrico

La Artritis Reumatoide (AR) es un padecimiento autoinmune inflamatorio, cuya
patogénesis no ha sido esclarecida por completo. Se sabe que se debe a una compleja
interaccién entre alteraciones en el sistema inmunitario, activacion de células (como
fibroblastos, condrocitos y osteoclastos) y produccién de substancias que producen

inflamacion y finalmente destruccién articular. (2)

Multiples citocinas se encuentran asociadas a la patogénesis de la AR, sin embargo,
aunque en un inicio pueden presentarse las derivadas de la respuesta a los linfocitos
Th2 (como IL-4), en una AR establecida existe el predominio de la respuesta Thl. Esta
dltima esta mediada por IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, interferon gama (IFNy) y TNF.
Progresivamente habrd mayor influencia de las citocinas pro-inflamatorias que se
derivan de los sinoviocitos tipo A (semejantes a macrofagos): IL-13, IL-6 y TNF. Estos
activan a los osteoclastos y promueven la produccién de metaloproteasas responsables
de la destruccion ésea y pérdida del cartilago articular. La IL-8 y otras citocinas
quimioatrayentes reclutan neutréfilos. La IL-6 promueve la diferenciacion de linfocitos
B en células secretoras de anticuerpos y sus niveles se correlacionan con los de

autoanticuerpos como el Factor Reumatoide (FR), como se vera mas adelante. (4)

El conocimiento sobre la preferencia de produccion de linfocitos Thl y su desbalance
relativo contra los linfocitos Th2 permite una mejor aplicacién de tratamientos, ya que
se sabe que medicamentos como el metotrexato, la leflunomida y la sulfasalazina,

entre otros, logran modular el equilibrio Th1/Th2. (5) Asi mismo, los glucocorticoides
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estimulan las citocinas Th2, lo que se traduce en retroalimentacién negativa al grupo

Thi. (6)

En cuanto al TNF, se ha reconocido su papel en la produccion de inflamacién articular
en la AR, asi como de osteoclastogénesis y la osteopenia yuxtaarticular secundaria.
Sus principales efectos inflamatorios son mediados por moléculas de adhesion,
citocinas inflamatorias (IL-1, IL-6 e IL-8) y metaloproteasas. Por este motivo, se han
desarrollado farmacos biolégicos que bloquean su actividad (anti-TNF), o los que

bloquean a las interleucinas producidas. (7)

Los linfocitos B secretan citocinas (IL-4 e IL-10) que activan a los linfocitos T, ademas,
las inmunoglobulinas que producen tienen participacion en la patologia de la AR. El
Factor Reumatoide es un autoanticuerpo que se encuentra dirigido contra la porcion
Fc de la inmunoglobulina G (IgG). Esta regién es basica para la fijacién del
complemento por la via clasica, por lo que se encontraria disminuido en el liquido
sinovial en AR. El FR esta dirigido en contra de IgG1l e IgG2 (en linfocitos de la
sangre), y contra IgG3 en la membrana sinovial. Sin embargo, la deteccion del FR
como prueba diagnéstica no es tan efectiva ya que se describe con una sensibilidad y

una especificidad del 70%. (8)

La existencia de autoanticuerpos (inmunoglobulinas) que se unen a los péptidos
citrulinados producidos en los pacientes con AR también tiene implicaciones
diagnosticas. (9) Este anti-PCC (anti péptido ciclico citrulinado) se une a la filagrina
citrulinada derivada de la arginina modificada por la enzima peptidil arginina

desaminasa (PADI). Otros péptidos como la vimentina, el fibrinbgeno y la fibronectina

10
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también pueden ser modificados. Las isoenzimas PADI2 y PADI4 se encuentran en
abundancia en el sinovio. Estos eventos no son exclusivos de la AR ya que ocurren en
otras enfermedades inflamatorias, sin embargo, el anti-PCC se encuentra en 80-90%
de los pacientes con AR, con una especificidad del 90% vy tiene relacidon con un peor

prondstico. (10)

Las células presentadoras de antigenos (CPA), en particular las células dendriticas,
son importantes ya que activan a los linfocitos T virgenes. Aunque suelen localizarse
en la epidermis y en el tracto gastrointestinal, se ha definido que también pueden
ubicarse en la membrana sinovial. La contribucion de las células dendriticas en la AR
no esta bien descrita aun. (11) Se sabe que las CPA son mediadores entre la
respuesta inmune innata y la adaptativa; interactian con los Linfocitos T para procesar
antigenos y desencadenar respuestas inmunitarias. Tienen receptores de
reconocimiento de patdgenos, como los receptores tipo Toll (TLR), los cuales se
expresan en el tejido sinovial en AR. Al reconocer productos bacterianos y virales
estos receptores inducirian la activacion de las células dendriticas, asi como
estimulacion de los linfocitos T y convertir una auto-reactividad potencial (tolerancia) en

una auto-reactividad manifiesta. (12)

La susceptibilidad a AR ha demostrado ser significativamente mayor en pacientes con
haplotipo DR4 del complejo principal de histocompatibilidad 1l (CMH II). Aqui se
encuentra el llamado “epitopo compartido” — QKRAA o QRRAA- de la region
hipervariable. Esta suscepibilidad para desarrollar AR se encuentra relacionada a la
tercer region hipervariable (cadenas DR[3, desde los aminoacidos 70 al 74). El epitopo

presenta una secuencia de glutamina-leucina-arginina-alanina-alanina (QKRAA), que

11


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

se encuentra en los genes DR4 al DR14, donde la AR es méas prevalente, asi como
algunas cadenas DR1B y DRA4B. Las cadenas con mayor asociacién a la AR son:
DRB'0401, DRB'0404, DRB'0101 y DRB'1402. El epitope QKRAA también puede
predecir la severidad de la AR, ya que se encuentra mas cominmente en pacientes

con manifestaciones extra-articulares. (13)

Los Linfocitos T estan implicados en la patogénesis inflamatoria, osteoclastogénesis, y
se encuentran presentes en la membrana sinovial. Ademas, la modulacion de los
linfocitos T por medio de tratamiento ha mostrado mejoria de la artritis, que sugiere su
importante participacion en la AR. Los linfocitos T que expresan el receptor clasico
(TCR), que se encuentra conformado por cadenas alfa y beta, son los linfocitos CD4+ y
CD8+. Los CD8+ son células efectoras que destruyen otras células que estén
infectadas (citotoxicos). Los primeros, es decir, los linfocitos CD4+, sirven como
reguladores de otras células del sistema inmune por medio de secrecion de citocinas o
por contacto célula-célula (por lo que se les llama “colaboradores” o Th —T helpers-).
Dentro del grupo de CD4+ existen los llamados Linfocitos T reguladores (Treg) que
expresan CD25 y son una pequefia subpoblacién que suprime la respuesta de los
linfocitos T. Los linfocitos Treg permiten conservar la tolerancia periférica a lo propio. La
supresion de células T CD4+/CD25+ promueve enfermedad autoinmune sistémica. (14)
Sin embargo, de forma paraddjica se encuentra un incremento de estas células en las
articulaciones inflamadas de pacientes con AR, pero su capacidad de suprimir a las

citocinas pro-inflamatorias se encuentra disminuida. (15)

Los linfocitos T requieren al menos 2 sefiales co-estimuladoras para su activacion.

Uno de sus principales receptores co-estimuladores es CD28. Tiene 2 ligandos: B7-1

12
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(CD80) y B7-2 (CD86) los cuales se expresan en las CPA (como células dendriticas),
Linfocitos B y macrofagos activados. La interrupcion de la union CD28-B7 bloquea la
funcién y activacion de los linfocitos T, provocando que entren en un estado anérgico.
Sin embargo, estos ligandos CD80 y CD86 también se encuentran presentes en los
linfocitos T en AR, que sugiere un mecanismo patogénico auto-sostenido que perpetla

la activacion de mas linfocitos T. (16)

7

El segundo receptor co-estimulador principal es CTLA-4 6 CD152 (antigeno 4
asociado a linfocito T citotoxico). Este receptor incrementa en los linfocitos T posterior a
su activacion (por la activacion de CD28 y aumento de IL-2) y también interactda con
los ligandos CD80 y CD86. EI CTLA-4 estd constituido por una secuencia de
aminoacidos, de la cual un tercio es idéntica a la de CD28, permitiéndole unirse a
CD80 y CD86 de las CPA (igual que CD28) pero con una afinidad muy superior (x2500
y X570 veces respectivamente, a favor del CTLA-4). CTLA-4 tiene el objetivo de
regular a la baja la actividad de los linfocitos T, por lo que se considera inhibitorio. (16,
17) Esto ha permitido el desarrollo de terapias como el Abatacept que es una
proteina de fusibn compuesta de una inmunoglobulina que se unira a un dominio
extracelular del CTLA-4, y promovera la inhibicion de la coestimulacion de los linfocitos
T. Actualmente se utiliza para AR, aunque muchos estudios han sido desarrollados en

pacientes con respuesta inadecuada a los anti-TNF.

Todos estos mecanismos son atribuidos al desarrollo de Artritis Reumatoide. En los
tltimos afios se han estudiado otros factores como la presencia de marcadores o
subpoblaciones celulares que pudieran estar implicados en su patogénesis. Este es el

caso del CD28, que se expresa de forma constitutiva por casi el 100% de los linfocitos

13
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CD4+ y un 50% de los CD8+, en personas sanas. Las células T CD28-, son
extremadamente raras en recién nacidos y van incrementando con la edad. (18) Se
han encontrado desde hace ya mas de 20 afios células T con expresion defectuosa de
su CD28 (CD4+CD28- y CD8+CD28-) en condiciones con alteraciones inmunoldgicas
(como VIH, trasplantes de 6rganos, infecciones virales agudas) e incluso enfermedades

autoinmunes como el Lupus Eritematoso Sistémico y la AR. (19)

Los linfocitos T CD4+CD28- (6 CD28 null) son una subpoblacién celular con un alto
potencial proinflamatorio y de dafio tisular. Se clasifican como linfocitos CD4+ que
cuentan con caracteristicas semejantes a los linfocitos NK (citoliticos naturales) y que
por lo tanto efectlan un “puente” entre la respuesta inmune innata y adaptativa.
Algunas de estas son: respuesta a un antigeno especifico, secrecion abundante de
IFN-y, citotoxicidad mediada por perforinas y granzima B (capacidad para lisar células)
e independencia de las vias coestimuladoras clasicas. (20) Ademas, la falla de vias
apoptéticas como la de la proteina de supervivencia bcl-2, la cual no es regulada a la
baja y en lugar de esto permanece en altos niveles en células CD28 deficientes,
condicionando la supervivencia de estas células. Todos estos mecanismos pueden
explicar tanto el dafio efectuado, asi como su aparente “resistencia” a muchos de los

tratamientos para AR disponibles en la actualidad (21).

Existen estudios que confirman la expansion de CD4+ y ausencia de CD28 (nulo) en
algunos pacientes con AR y se ha postulado que caracterizan a una AR agresiva, con
manifestaciones extraarticulares y cambios ateroscleroticos tempranos. (19,22,23) El
CD28 disminuye ante la presencia de TNF, por lo que se observa este grupo de

linfocitos en el envejecimiento normal (por incremento de TNF en la tercera edad) —

14
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células de senescencia-. (24) La presencia prematura de células T CD4+CD28null en
menores de 40 afios, se observa en enfermedades inflamatorias como AR,
granulomatosis de Wegener y esclerosis multiple, resultantes de activacion inmune
cronica (25). Tienen actividad proinflamatoria al producir IFN-y (citocina prototipo de
Th1) que se involucra en la patogénesis de la AR, como se mencioné previamente, e
incluso en el desarrollo de aterosclerosis temprana (26). Estos hallazgos hablan de las
importantes implicaciones clinicas y morbi-mortalidad secundaria a la presencia de los

linfocitos T CD4+CD28null por lo que son el motivo de analisis en este estudio.

Investigaciones previas han sugerido que el tratamiento con medicamentos que
bloquean las vias coestimuladoras (como el Abatacept a la via del CTLA-4), evita la
union del CD28 y previene la activacion de las células T. Se estima que asi como
existe regulacién a la baja de la via coestimuladora de CD28 al unirse a su ligando
CD80/CD86, la uniéon del Abatacept (CTLA-4 Ig) a este ligando evitara ademas la

generacion de subpoblaciones CD28 null. (19)

Existen reportes que mencionan la utilidad del Abatacept incluso en AR refractaria
previamente tratada con otros agentes biolégicos (inhibidores de TNF) (27,28); asi
como la disminucién progresiva de las poblaciones circulantes CD4+CD28- vy
CD8+CD28- posterior al tratamiento con Abatacept, siendo la primera subpoblacion

(CD4+CD28-) analizada en este estudio, a continuacion.

15
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VI. Tipo de estudio

Estudio de corte transversal, observacional y comparativo en pacientes con AR

establecida y de larga evolucion.

16
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VIl. Metodologia

El grupo de estudio esta compuesto por pacientes con AR bajo tratamiento >5 afios con
Abatacept (N~10). Se incluyé un grupo de pacientes con AR en tratamiento
convencional con farmacos no biolégicos modificadores de enfermedad, pareados por

edad.

Poblacion de estudio:

Las muestras fueron obtenidas en el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”

(INCICh) de México D.F., posterior al consentimiento informado por los pacientes.

Criterios de Inclusién:

Pacientes con AR documentados como seropositivos con FR+ y AntiPCC+ (anti péptido
ciclico citrulinado), evidencia clinica y radiolégica que apoya el diagndstico,
cumpliendo los criterios revisados del American College of Rheumatology. Se
aceptaron ambos géneros, sin restriccion de edades. La evaluacion fue efectuada en
todos los casos por un reumatdlogo calificado y fueron reclutados en la consulta

externa de Reumatologia del INCICh.

Se dividieron en 2 grupos. El primer grupo de pacientes con AR en tratamiento con
FARMEs y abatacept (grupo A). El segundo, pacientes con AR en tratamiento con
FARME, sin bioldgicos (grupo B). Se incluy6 un tercer grupo de controles sanos (grupo

C).

17
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Criterios de Exclusion:

Pacientes que se negaran a participar. Quienes no cumplian con los criterios de la
ACR para AR 0 que tengan otra enfermedad autoinmune asociada (excepto Sjogren
secundario). Pacientes con infecciones recientes, eventos quirdrgicos, traumaticos o
de otra indole (independientes a su padecimiento) que pudieran alterar de forma

adversa los resultados y reactantes de fase aguda.

Metodologia:

Las caracteristicas demogréficas y clinicas (incluyendo los criterios de clasificacion del
American College of Rheumatology) se obtuvieron en la primera visita, previa
aceptacion y firma del consentimiento de informado. En cada visita se determind el
grado de actividad clinimétrica mediante el instrumento DAS-28 de tres items

incluyendo PCR. Se obtendran 12 cc de sangre periférica por puncion antecubital.

Técnica para identificacion de biomarcadores por expresién génica: a partir de 4 cc de
sangre periférica se extrajeron el RNA total segin protocolos convencionales, con
posterior transcripcién inversa y reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
empleando disefios previamente validados (Coef. Var. <10%) basados en la utilizacién

de sondas de hidroélisis de DNA.

Secuencias génicas: NFKB1 (NM_001165412) left ACCCTGACCTTGCCTATTT right
AGCTCTTTTTCCCGATCTCC; TNF (NM_000594) left CAGCCTCTTCTCCTTCCTGA
right GCCAGAGGGCTGATTAGAGA,; GAPDH (NM_002046) left

AGCCACATCGCTCAGACAC right GCCCAATACGACCAAATCC.

18
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Técnica para citometria de flujo: a partir de 8 cc de sangre periférica se analizé la
presencia aislada o simultanea de las moléculas CD4 y CD28 en las células
mononucleares mediante marcaje con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD28 los cuales

estaran asi mismo acoplados a los fluorocromos PE y APC respectivamente.

Técnica para citocinas: a partir del suero restante de los procesos previos, se realizé la
determinacién de citocinas mediante técnicas convencionales de inmunoensayos

enzimaticos.

Técnica para PCR: a partir del suero restante de los procesos previos, se determiné la

concentracion de proteina C reactiva mediante inmunonefelometria de alta sensibilidad.

Anélisis estadistico:

Por las caracteristicas de la poblacién de estudio y el tipo no Gaussiano de distribucion

de las variables, se utilizé estadistico no paramétrica.

Estadistica descriptiva: se realizé mediante frecuencias simples y proporciones para
variables dicotomicas, mientras que se utilizaron medianas e intervalos intercuartilares

para otras variables.

Estadistica inferencial: las variables dicotomicas se compararon mediante prueba de
chi cuadrada, mientras que para las variables ordinales se utiliz6 la prueba de Wilcoxon
(Wilcoxon’s signed rank test) para observaciones pareadas. La asociacion entre
variables se determinara mediante coeficiente rho de Spearman con intervalos de

confianza al 95%.

19
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Todos los analisis se realizaran a dos colas, fijando un valor de significancia estadistica
en p<0.05. Los datos se compilardn en bases de datos en el programa Excel y los

analisis se realizaran con el programa estadistico GraphPad prism version 4.02
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VIll. Resultados

Se incluyeron a un total de 17 pacientes con AR y 10 individuos sanos. La distribucion

por grupos se genero6 de la siguiente manera:

Grupo A (Abatacept): 9 pacientes (9/9 mujeres= 100%), con una mediana de
edad de 58 afios (37-69 afios) y una mediana de 14 afios de duracién de su
enfermedad (11-3lafos). El 100% de estos pacientes utilizan actualmente
Metotrexato (MTX) dosis media de 22.5mg/sem (7.5-25mg/sem), 33%
hidroxicloroquina, 55% prednisona a dosis bajas. Todo este grupo se encontré
en tratamiento con Abatacept 500mg/mes IV por una media de 7 afios.

o0 DAS 28 (PCR 3 elementos)- mediana 3.65 (2.1- 5.5)
Grupo B (FARMEs, sin bioldgicos): 8 pacientes (6/8 mujeres= 75%), con
mediana de edad de 62 afios (35-72 afios) y mediana de duracion de su
enfermedad de 6.5 afios (3-38 afios). El 100% utiliza MTX como FARME
principal a dosis de 15mg/sem (7.5-20 mg/sem), 87.5% utilizan
hidroxicloroquina, y 50% prednisona a dosis bajas.

o0 DAS 28 (PCR 3 elementos)- mediana 3.58 (1.9-4.7)
Grupo C (Controles sanos): Controles para citometria de flujo. 10 participantes
(7/10 mujeres= 70%), con edad promedio 31 afos (28-37 afios). No utilizan

medicamento alguno. No se midié DAS 28.

El grupo A (abatacept) fue similar al grupo B (FARMES) en el indice DAS28 (3.6, 2.1-

5.5vs 3.5, 1.9-4.7). Los niveles de IFNy (0 vs 0), IL-17 (0 vs 0), IL-1B (50, 0-462 vs 30,
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18-277 pg/mL) e IL-6 (173, 1-705 vs 92, 0-449 pg/mL) fueron similares entre ambos

grupos (A vs B).

De la misma forma, la tasa de expresion de RNAm de TNF/GAPDH (15, 5.4-30 vs 20,
10-30) y de NF-kB/GAPDH (165, 90-250 vs 120, 100-160) entre ambos grupos de

pacientes con AR, sin importar su tratamiento.

El porcentaje de células T CD4+CD28null/CD4+ fue similar entre ambos grupos con
Artritis Reumatoide (3.9%, 1-16.3 vs 6.7%, 1.5-25.5) comparado con el grupo de
controles (6%, 1.7-25). Sin embargo, al analizar las gréficas de la citometria de flujo fue
clara la presencia de células T CD4+ CD28 null con una expresion mas alta de CD4+
(regidn R4 de las figuras) en pacientes con AR, sin importar el tratamiento que
utilizaran, y claramente ausentes en el grupo control. El porcentaje de células
CD4highCD28null/CD4+ totales fue similar entre los grupos de AR con abatacept
(0.77%, 0.1-4) y pacientes con FARMEs (2.4%, 0.01-21.2; p>0.05), pero diferente
comparado con el grupo control (0%, 0-0; p<0.01 para ambas comparaciones). El
porcentaje de células T CD4highCD28null/CD4+CD28null mostré6 resultados
semejantes (44%, 2.9-82.2 vs 41.2%, 1-83.9 vs 0%, 0-0; p<0.01, para ambos grupos de

AR contra controles, respectivamente).
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IX. Discusién

Se efectuaron comparaciones entre los grupos A=Abatacept y B= s6lo FARMEs. El

grupo C=Controles se utiliz6 como control para la citometria de flujo.

Los grupos A y B presentan afinidad en cuanto a sus caracteristicas, siendo grupos
comparables entre si, con una mediana de edad del grupo A de 58 afios (rango 37-69
afos), y 62 afios en el grupo B (rango 35-72 afos) (P>0.05). Encontramos que ambos
grupos de pacientes con AR, a pesar de tener diferente manejo (como el grupo
A=Abatacept, con utilizacion de un biolégico por mas de 7 afios) utilizan actualmente un
promedio igual de FARMEs (grupo A= 2.5 incluyendo Abatacept / grupo B= 2.5
medicamentos). Incluso el uso de Metotrexato (MTX) en ambos grupos era del 100%
de sus pacientes, mientras que de Prednisona a dosis bajas era del 55% en el grupo A,
y del 50% en el grupo B. La unica diferencia significativa entre ambos fue la menor
utilizacion de hidroxicloroquina en el grupo A (sélo el 33%), comparado con el B

(87.5%) (P = 0.049).

Segun los antecedentes mencionados se permite suponer que los pacientes del grupo
A, que son pacientes con utilizacion cronica de bioldgicos (CTLA-4lg) por mas de 7
afios, presentarian diferencia importante en cuanto a su evolucion clinica, por lo que
efectuamos dentro de su valoracion DAS28 de 3 elementos con PCR (proteina C
reactiva). Nuestros resultados muestran que la PCR del grupo A tuvo una mediana de
10.4 mg/L (0.8-116) y del grupo B 3.5mg/L (0.7-14) (p=0.13). Sin embargo, al obtener
el DAS28-PCR, el grupo A obtuvo una calificacién media de 3.65 (2,1-5.5) y el B de 3.5

(1.9-4.7), por lo que se concluye que ambos grupos se comportaron de forma
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semejante a pesar de sus diferencias en tratamiento (p = 0.8). Esto aplica igualmente

en las citocinas estudiadas.

En cuanto a las citometrias de flujo, se esperaba ver un decremento de células T
CD4+CD28null (positivizacion del CD28) en los pacientes con AR en tratamiento con
abatacept, por lo que el numero total de estas células deberia ser significativamente
menor en el grupo de abatacept, comparado con el de FARMEs. Ademas, se esperaba
fueran inexistentes en el grupo control. Como se menciond, las graficas de plots de la
citometria de flujo mostraron una persistencia relativa de las células CD4+CD28null en
ambos grupos de AR sin importar el tratamiento. Sin embargo, si se tomaba en cuenta
el grado de expresion del CD4 (bajo=low vs alto=high), se demostrd que el subtipo de
CD4+low (de baja expresion) disminuyé de forma importante con abatacept y FARMES,
pero no el subtipo CD4+high (de alta expresion). Este hecho explicaria el por qué
estudios previos no han logrado una recuperacion total (positivizacion) de las células T
CD4+CD28null posterior a tratamientos con bioldgicos, ya que las células
CD4+high/CD28null aparentemente no son afectadas por ninguno de los dos
tratamientos (abatacept o FARMES). Es importante destacar que en ninguno de los
controles se encuentran las células CD28null, por lo que se podrian utilizar mas
adelante como marcadores secundarios relacionados al diagnostico de dicha patologia

e incluso como predictores de presencia o ausencia de actividad.
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X. Conclusiones

Los tratamientos de Artritis Reumatoide como los utilizados en este estudio (abatacept
y FARMEs convencionales) se encuentran asociados a una disminucién de los niveles
de citocinas prototipicas Thl, Th17 y de inmunidad innata. Ademas, se relacionan con
la disminucion de la cantidad de células T CD4+CD28null, que son Linfocitos T de
senescencia temprana que soélo se presentan en envejecimiento y enfermedades

autoinmunes, como sucede en la Artritis Reumatoide (no en controles jévenes sanos).

Sin embargo, existe un subtipo de células CD28null con expresion alta de CD4+
(CD4+high) que permanece elevado en AR, sin importar el tratamiento efectuado. El
papel de este subtipo de células T no ha sido elucidado adn, pero pudieran servir como
marcadores de la enfermedad de forma secundaria, e incluso como monitorizacion de

la actividad de la enfermedad.
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