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“EXPRESION DE FACTORES PROINFLAMATORIOS, ANTIINFLAMATORIOS,
DE PROLIFERACION Y SENESCENCIA EN UNA COHORTE DE PACIENTES
CON OTOESCLEROSIS”

AUTORES: Maria Elba Osorio Necoechea

RESUMEN DEL PROYECTO

Objetivo: El objetivo de este estudio fue determinar la expresion de Ki-
67/p16™K4e |L-22*, CD4*/IL-17A*, CDA4'/IL-4*, CDA4*/IL-IFN-y*, CD25*/Foxp3*,
CD20*/IL-10*, MMP9/TIMP-1, IL-8/TNF-a, TGF-B1 y BMPz4 en platinas con
otoesclerosis; asi como el porcentaje de células circulantes Th22
(CD3*/CD4*/CD1617/1L-22%), Thl7 (CD3*/CD4*/CD161*/IL-17A*), Th2 (CD14
/CD3*/CD4*/IL-4%), Thl (CD14/CD3*/CD4*/IFN-y*), de células T reguladoras
(CD3*/CD4*/CD25"/Foxp3*), de Bregs (CD19*/CD24"/CD38"/IL-10*) y pDCs
(CD123"/CD196*/IDO*) en pacientes con otoesclerosis.

Tipo de Estudio: transversal, no aleatorio, de cohorte

Metodologia: Se incluyeron 11 pacientes con diagndstico de otoesclerosis, que se
encontraban programados para estapedectomia, la platina que se extrajo por la
cirugia de rutina se obtuvo el material que se empledé para el analisis por
inmunohistoquimica. Asimismo, se extrajo una muestra de 10 mL de sangre
periférica para la evaluacion citométrica de las subpoblaciones de células T CD4 y
reguladoras.

Como grupo control de las células mononucleares de sangre periférica, se incluyé

la muestra de 10 voluntarios sanos con normoacusia evaluada por audiometria.

Resultados: Se reclutaron un total de 11 pacientes con otoesclerosis y 10
donadores sanos y normoacusicos. De los pacientes con otoesclerosis 8 fueron

mujeres (73%) y 3 hombres (27%), con un promedio de edad de 46 afios.



La distribucion de los hallazgos anatomo-patol6gicos mostrd preponderancia de
platinas (Grado V) en el 64% de las muestras analizadas seguidas del grado Ill en
el 18% y del grado 1 y Il en el 9% de los casos.

La evaluacion por citometria de flujo de las diferentes subpoblaciones de células T
mostré que las células Th22, Thl7, Th2 y Thl de sangre periférica de los
pacientes con otoesclerosis se encontraban aumentadas en comparacién con el
grupo control de individuos sanos. Las células Tregs y las pDCregs presentaron
una disminucién estadisticamente significativa en los pacientes con otoesclerosis
vs. los controles,

En platinas de pacientes con otoesclerosis el factor de necrosis TNF-a, Su
expresion fue menor al 3%. El nivel de células productoras de IL-17A fue mayor al
5%. Se presento un porcentaje considerable de linfocitos productores de IFN-y. La
IL-22 se encontré6 abundantemente expresada. La expresion de la IL-8 en la
platina de los pacientes con otoesclerosis fue practicamente nula. La IL-4 se
presento en un numero no mayor al 3% en los vasos sanguineos. El TGF-$1 se
determind6 con una abundante expresion a nivel  perivascular.
Las proteina morfogenética del hueso BMP24 es un factor de crecimiento que
pertenece ala familia del TGF-B, tiene la capacidad de inducir la formacion
de hueso nuevo, cartilagoy tejido conjuntivo. ElI BMP2s4 se encuentra
predominantemente expresado en los vasos sanguineos de las platinas de los
pacientes con otoesclerosis. Las células Tregs se presentaron con un numero
menor al 3%. Se encontro un porcentaje relativo de células B productoras de IL-10
menor al 1%. La MMP-9 presentd un ndamero de células inmunorreactivas al
parénquima menor al 2%. La proliferacion de las células de la platina de los
pacientes con otoesclerosis fue practicamente nula. La senescencia celular se
presentaré en un niumero menor al 2%.

Conclusiones: Se conocen multiples factores asociados a la otoesclerosis sin
embargo falta un largo camino por dilucidar acerca de los mecanismos
involucrados en su presentacién y progreso, el conocer las citosinas involucradas
nos amplia el campo de trabajo para conocer el papel que juegan cada una en

esta patologia.


http://www.monografias.com/trabajos10/compo/compo.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/antrofamilia/antrofamilia.shtml

ANTECEDENTES:

La otoesclerosis es una enfermedad de remodelacién del hueso de la capsula
Otica humana que lleva a una hipoacusia progresiva conductiva o sensorineural,
como consecuencia de la fijacion de la platina del estribo y reabsorcion Gsea
coclear con involucro del endostio. La prevalencia clinica de la otoesclerosis es
de 0,3- 0,4% en la poblacion general, de estos el 18 al 22% tienen hipoacusia
conductiva [1, 2]. El desarrollo de focos de otoesclerosis subclinicos puede ser
mucho mas comun que la otoesclerosis. La otoesclerosis histolégicamente ha
sido reportada en 8-11% de grandes series de autopsias, con ausencia de datos

clinicos. [1]

La hipoacusia es progresiva usualmente es bilateral y aparece de manera
predominante en la tercera a quinta década de la vida, la prevalencia es 2-3 veces
mas frecuente en mujeres que en hombres por los factores hormonales
atribuidos. Se han propuesto varias teorias acerca de la etiologia que sugieren un
origen viral, autoinmune o endocrino. Desde hace mas de 25 afios, se ha asociado
fuertemente el virus del sarampion como agente infeccioso disparador de la
enfermedad. Actualmente su presencia y relacion causa-efecto se ha confirmado

por estudios histolégicos. [3, 5]

La progresion clinica de la enfermedad es impredecible y variante, esto debido a
multiples causas entre las cuales el factor hereditario juega un papel importante.
[6] La heredabilidad se describe con un patrén autosémico dominante con
penetrancia incompleta, con un 40-50%; sin embargo se han encontrado diversos

locus asociados a la enfermedad. [7, 8]

La remodelacion 6sea otoesclerética muestra un organotropismo de la capsula
Otica y la platina del estribo donde la osificacion es endocondral.
El sistema 0seo esta constantemente en remodelacion con un balance mantenido

entre la actividad osteogénica de los osteoblastos y la actividad resortiva de los



osteoclastos. [9] El proceso de renovacion 6sea puede ser complejo debido a la
participacion de numerosos mediadores inflamatorios que pueden alterar las
funciones celulares, El principal mediador inflamatorio involucrado es el factor de
necrosis tumoral-alfa (TNF- a).[10]

El primer miembro descrito de la superfamilia del TNF fue el TNF-a, mediador
esencial de la inmunidad innata Yy adquirida, importante en el desarrollo del
sistema inmune, apoptosis, tiene potente actividad resortiva, ya que estimula la
diferenciacion y la actividad de los osteoclastos e inhibe la diferenciacion de los
osteoblastos. [1, 5, 11, 12, 13]

El TNF ejerce sus efectos biologicos a través de dos receptores de membrana:
TNF 1 o p55 (TNFR1) y receptor de TNF 2 o p75 (TNFR2), en el sistema inmune
TNFR1 primordialmente modula la citotoxicidad y la secrecion de citoquinas,
mientras que el TNFR2 esta asociado con la linfoproliferacion y la activacion de
las células T. En el hueso ambos receptores estan expresados en los

osteoclastos, mientras que los osteoblastos expresan solo TNFRL1.

El NF-kB regula la expresion de los genes involucrados en la inflamacion y en la
inmunidad y su activacion cronica esta relacionada con multiples enfermedades
autoinmunes humanas y cancer. Bajo condiciones normales, la activacion de NF-
kB es transitoria y controlada. El inhibidor de NF-kB (IkB) mantiene inactivo NF-kB

en el citoplasma de las células que no han sido estimuladas. [14]

CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DE LA OTOESCLEROSIS

Se presentan lesiones osteoliticas focales con alta celularidad y vascularizacion en
regiones pericocleares (35%), perilaberinticas (15%), areas adyacentes a la
ventana oval (90%) y la ventana redonda (40%), asi como la platina del estribo
(95%). La clasificacion histolégica del foco de otoesclerosis establecida por lyer V
y cols. (Histopathology of the stapes in otosclerosis. Pathology 1984) describe

cuatro grados, el Gl presenta engrosamiento y distorsion de la platina del estribo,



Gll es algo similar excepto por las células tipicas semejantes al osteoclasto, las
células multinucleares estan ausentes, Glll esta representado predominantemente
por un entramado de hueso eosinofilico que contiene algunas estructuras
lamelares, GIV se encuentra una estructura Osea lamelar remodelada con

hipocelularidad y avascularizacion. [15]

CLASIFICACION MACROSCOPICA DE LA OTOESCLEROSIS

En el estudio de Giuseppe Malafronte en 2008, donde se evaluaron las
caracteristicas macroscopicas de la platina otoesclerética se propone la siguiente
clasificacion con fines prondsticos en relacion a la cirugia: 1. Otoesclerosis azul
(platina azul) 2. Otoesclerosis blanca (platina blanca) 3. otoesclerosis obliterativa
( platina no visible), esta clasificacion puede ser util antes de hacer maniobras
sobre el estribo, dando tres diferentes grados de dificultad de la cirugia: Grado
I: Otoesclerosis azul, Grado Il Otoesclerosis blanca, Grado Il Otoesclerosis
Obliterativa. [16]



JUSTIFICACION

Actualmente la cirugia es la principal herramienta terapéutica si bien no curativa
debido a las caracteristicas inmunes e inflamatorias progresivas de la enfermedad;
la estapedectomia mejora la hipoacusia en pacientes con otosclerosis de forma
temporal. Sin embargo, esta no es una terapéutica aplicable a toda la poblacién
con diagndstico de otoesclerosis y tampoco es el tratamiento definitivo.

Existen condiciones y circunstancias de los pacientes con otosclerosis que exigen
nuevas opciones terapéuticas como son los de pacientes con alguna
contraindicacién para la realizacion del procedimiento quirtrgico (otoesclerosis
coclear), la otosclerosis juvenil (que es la expresion mas agresiva de la
enfermedad), las fases tempranas de la otoesclerosis con actividad osteoblastica
muy activa e hipoacusia leve, los pacientes postoperados que presentan aumento
en el grado de la hipoacusia como expresion clinica de la progresion de la
enfermedad y porque que la terapéutica actual no es curativa de forma
permanente. Debido a esto, resulta imperativo el estudio fisiopatogénico de la
otoesclerosis, con un enfoque al aspecto inmunologico, inflamatorio y del
metabolismo 6seo ya que una vez identificados los mediadores inflamatorios que
participan en el desarrollo de la inflamacion en la otoesclerosis, éstos podran ser
considerados como posibles blancos terapéuticos mediante el empleo de

medicamentos con accion inmunomoduladora y antiosteoporotica.



PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Existen células y mediadores inflamatorios (IL-8/TNF-a, IL-22*, CD4*/IL-17A",
CD4*/IL-IFN-y*), mecanismos reguladores (CD25*/Foxp3*, CD20*/IL-10%), asi
como remodelacién tisular (MMP9/MMP2) y/o fibrosis (TGF-B1, BMP24, CD4*/IL-
4%, proliferacion celular y/o senescencia (Ki-67/p16™K4*) en las platinas de los

pacientes con otoesclerosis?
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HIPOTESIS

H1: En la platina de los pacientes con otoesclerosis se presentan células y
mediadores inflamatorios (IL-8/TNF-o, IL-22%, CD4¥/IL-17A*, CD4*/IL-IFN-y"),
mecanismos reguladores (CD25*/Foxp3*, CD20*/IL-10%), asi como remodelacién
tisular (MMP9/MMP2) y/o fibrosis (TGF-B1, BMP2y4, CD4*/IL-4%), proliferacién

celular y/o senescencia (Ki-67/p16™K4%),

HO: En la platina de los pacientes con otoesclerosis no se presentan ceélulas y
mediadores inflamatorios (IL-8/TNF-a, IL-22*, CD4*/IL-17A*, CDA4*/IL-IFN-y"),
mecanismos reguladores (CD25*/Foxp3*, CD20*/IL-10%), asi como remodelacion
tisular (MMP9/MMP2) y/o fibrosis (TGF-f1, BMP2a, CD4*/IL-4*), proliferacion

celular y/o senescencia (Ki-67/p16NK4),

11



OBJETIVO GENERAL

PRINCIPAL

Determinar los mediadores y células inflamatorias, antiinflamatorias, los
mecanismos de remodelacion tisular y/o fibrosis asi como la proliferacion celular y
senescencia en las platinas y en las células mononucleares sangre venosa de los

pacientes con otoesclerosis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el porcentaje de células Th22 (CD3*/CD4*/CD1617/IL-22%), Th17
(CD3*/CD4*/ICD161%/1L-17A%), Th2 (CD14/CD3*/CD4*/IL-4%), Thl (CD14
/CD3*/CD4*/IFN-y*), de células T reguladoras (CD3*/CD4*/CD25"/Foxp3*), de
Bregs (CD19*/CD24"/CD38"/IL-10*) y pDCs (CD123"/CD196*/IDO*) en células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con otoesclerosis e individuos

sanos.

Cuantificar la expresion de Ki-67/p16™K4e |L-22* CD4*/IL-17A*, CD4*/IL-4*,
CD4*/IL-IFN-y*, CD25*/Foxp3*, CD20*/IL-10*, MMP9/TIMP-1, IL-8/TNF-a,, TGF-
B1/BMP2s4 , IL-22, TGF-B1 y BMP2/4€n platinas con otoesclerosis

12



MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO: transversal, no aleatorio, de cohorte.

DESCRIPCION DEL UNIVERSO DE TRABAJO

Se incluyeron 11 pacientes de ambos sexos, mayores de 17 afios con diagndstico
de otoesclerosis, a quienes se les realiz6 estapedectomia en el departamento de
otorrinolaringologia del INER. De la platina que se extrajo por la cirugia de rutina
se obtuvo el material que se empled para el andlisis por inmunohistoquimica.
Asimismo, de los pacientes sometidos a cirugia, se solicitdé una muestra de 10 ml
de sangre periférica para la evaluacion citométrica de las subpoblaciones de

células inflamatorias.
Ademas, como grupos controles de células mononucleares de sangre periférica, se

incluyé la muestra de sangre periférica de 10 voluntarios sanos, con previa

realizacion de audiometria con normoacusia.

13



CRITERIOS DE INCLUSION EN PACIENTES CON OTOESCLEROSIS

1. Diagnostico clinico y audioldgico de otoesclerosis

2. Sexo indistinto

3. Pacientes quienes durante el procedimiento quirargico se les realice
platinectomia o hemiplatinectomia

4. Aceptacion y firma de consentimiento informado para participar en el

estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

1. Enfermedades autoinmunes, AR, VIH-SIDA u otras inmunodeficiencias,
diabetes mellitus, diabetes Tipo |, antecedente de trauma, OMC, OMC con
derrame, enfermedad de Paget, osteogénesis imperfecta o alteraciones en
el metabolismo 6seo o medicamentos que pueden afectar el metabolismo
0seo0 0 uso de inmunosupresores o inmunomoduladores, enfermedades
inflamatorias sistémicas.

2. Pacientes que sean llevados a estapedectomia de revision.

CRITERIOS DE ELIMINACION:

1. Platina en donde no se pueda realizar los cortes histolégicos por su

tamarnio.

Estudios:
1. Clasificacion quirargica microscopica del foco de otoesclerosis segun los
criterios expuestos anteriormente!

2. Clasificacién histologica de otoesclerosis mediante tincion H&E Y PAS

14



3. Determinacion por inmunohistoquimica y doble inmunohistoquimica del
porcentaje de células Ki-67/p16™NK4e |L-22* CD4'/IL-17A*, CD4*/IL-4",
CD4*/IL-IFN-y*, CD25*/Foxp3*, CD20*/IL-10*, MMP9/TIMP-1, IL-8/TNF-a.,
TGF-B1/BMP2s4 , IL-22, TGF-B1 y BMP2/4

4. Audiometria tonal, reflejos estapediales, timpanometria

CONTROLES
Para las muestras de sangre periférica que se analizaran por citometria de flujo se

tomaran 10 ml de sangre periférica de individuos sanos

CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Individuos sanos pareados por edad y sexo .
2. Pacientes normoacusicos por audiometria
3. Aceptacion y firma de consentimiento informado para participar en el

estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

1. Enfermedades autoinmunes, AR, VIH-SIDA u otras inmunodeficiencias,
diabetes mellitus, diabetes Tipo |, antecedente de trauma, OMC, OMC con
derrame, enfermedad de Paget, osteogénesis imperfecta o alteraciones en
el metabolismo 6seo o medicamentos que pueden afectar el metabolismo
0seo 0 uso de inmunosupresores o inmunomoduladores, enfermedades
inflamatorias sistémicas. Pacientes con hipoacusia en cualquiera de sus

presentaciones.
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METODOLOLOGIA

Técnica Quirdrgica

Bajo sedacion se procede a realizar Estapedectomia derecha:

1.

Paciente en decubito supino con Trendelenburg y lateralidad, antisepsia de
pabellon auricular, colocacion de campos estériles.

Se realiza infiltracion locorregional de region retroauricular y de CAE en sus
4 cuadrantes con xilocaina 2% + epinefrina 1:100,000, se realiza lavado del
conducto.

Se realiza incision horizontal con cuchillo de Rosen a 8 mm anulus
timpanico, de las 11 a las 6 pasando con posterior incision vertical a las 6,
se levanta colgajo dermotimpanico hasta llegar al annulus timpanico
Abordaje de caja timpanica respetando cuerda del timpano, se realiza
curetaje de pared posterior de CAE para visualizar articulacion
incudoestapedial, apofisis piramidal, platina y facial timpanico.

Se elonga la cuerda del timpano respetandose, y se corrobora fijacion de
cadena a nivel de estribo

Se realiza estapedotomia, se corta tenddn de estribo, se cortan cruras y se
desarticula la supraestructura de estribo del yunque, se retira platina.

Se coloca protesis de Causse Fluoroplastic 0.6 x 4.5 x 0.8 mm, colocandolo
en proceso lenticular del yunque.

Se recoloca colgajo dermotimpanico en su posicion

Se rellena el CAE con gelfoam

16



Imagenes 1 a la 6 Técnica Estapedectomia convenciona
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Descripcion macroscopica con Microscopio Carl Zeiss OPMI 1FC con lente de 300X con

aumento de 0,4, 06, 1, 1.6y 2,5 y Obtencién platina o hemiplatina Otoesclerotica.

Para la evaluacion histologica de la platina se fij6 el 50% del material obtenido en
formaldehido al 3%, se incluyé en parafina, se realizararon cortes de 4um vy se
tifieron con hematoxilina-eosina, para su clasificacion deacuerdo a los criterios de lyer

V, Gristwood H. (Histopathology of the stapes in otoesclerosis. Pathology 1984)

Técnica de inmunohistoquimica: A fin de identificar las células que expresan IL-22,
TGF-B1 y BMP24, se realizaron cortes de tejido embebido en parafina de 4-um de
espesor, los cuales se colocaron en un portaobjetos electrocargados. Las laminillas se
desparafinaron durante 45 min a 54°C. El tejido se hidrato con xileno, alcoholes al
100%, 96% y 50%) y agua destilada. Las laminillas se incuban con una solucion de
H>02 al 3 % en metanol absoluto (1:9 vol/vol) durante 30 min, para eliminar la actividad
de peroxidasa enddgena. Los tejidos se incubaron durante 18 horas a 4°C con un
anticuerpo policlonal de cabra anti-IL-22, TGF-1 o BMP24 humana (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU.) a una concentracién de 10 pg/ml. La unién
del anticuerpo al antigeno se identific6 con un anticuerpo biotinado de burro anti-IlgG
de cabra (ABC Staining System; Santa Cruz Biotechnology). Las laminillas se
incubaron con peroxidasa de rabano (HRP)—estreptavidina por 45 min,
posteriormente se revelaron con 3,3'-diaminobencidina (DAB) (SIGMA-Aldrich)
durantel0 min. Las secciones se contratifieron con hematoxilina, se deshidrataron con
alcohol y xileno y se montaron en resina. El control negativo se realizé empleando
suero humano diluido 1:100, en lugar del anticuerpo primario. El control de reactivos
se llevd a cabo sustituyendo el anticuerpo primario con amortiguador fosfato y
albumina de huevo (Sigma-Aldrich). Estos controles excluyen la tincién inespecifica y

la actividad de peroxidasa enddgena.

Procedimiento de doble tincidon de citocinas y proteasas en el tejido

Para determinar el porcentaje de células Ki-67/p16™K4e |L-22* CD4*/IL-17A,
CD4*/IL-4%, CD4*/IL-IFN-y*, CD25*/Foxp3*, CD20*/IL-10", MMP9/TIMP-1, IL-8/TNF-a

y TGF-B1/BMP24 se llevd a cabo un deteccion simultdnea con un sistema de doble-

18



tincion (Enzo Life Sciences, Inc., Farmingdale, NY, USA). El procedimiento es una
tincién secuencial, donde el primer antigeno es visualizado utilizando peroxidasa de
rabano (HRP)/3'3'-diaminobencidina (DAB) y el segundo antigeno es revelado
utilizando fosfatasa alcalina (AP)/Rojo permanente. Para ello se realiz6 una incubacion
de las muestras con 200 ul de bloqueadores enddgenos de enzimas por 5 min. Este
procedimiento inhibe la AP enddgena, peroxidasa, y la actividad de Ila
pseudoperoxidasa presente en los tejidos. El pegado inespecifico se elimind
incubando los tejidos con el reactivo IHC background blocker (Enzo Life Sciences) por
20 min. Posteriormente los tejidos fueron incubados con 200 pl de un control negativo
universal (IHC universal negative control reagent, Enzo Life Sciences) o con los
anticuerpos policlonales/monoclonales primarios de raton Ki-67/p16™K4e |L-22*,
CD4*/IL-17A*, CD4*/IL-4*, CD4*/IL-IFN-y*, CD25*/Foxp3*, CD20*/IL-10*, MMP9/TIMP-
2, IL-8/TNF-a. y TGF-1/BMP24 1gG: (Santa Cruz Biotechnology) a 10 ug/ml por 40
min, a temperatura ambiente. Las muestras se incubaron con 200 ul de polimero
HRP/AP por 20 min. La reaccion se visualizdé con 200 pl de DAB durante 5-15 min y
posteriormente con 200 ul de cromégeno Rojo Permanente durante 5-20 min. Los
tejidos fueron contratefiidos con hematoxilina y montados en resina acuosa.

Para determinar el porcentaje de células inmunorreactivas se cuantificaron las células
Ki-67/p16™K4e |L-22*, CD4*/IL-17A*, CD4'/IL-4*, CDA4'/IL-IFN-y*, CD25*/Foxp3*,
CD20*/1L-10*, MMP9O/TIMP-2, IL-8/TNF-a y TGF-B1/BMP24 en el menos dos campos
(X320) en dos diferentes secciones de cada biopsia. Los resultados se reportaron
como el promedio + error estandar y la mediana del porcentaje de células

inmunorreactivas empleando el programa Image Pro Plus version 5 - 1 - 1.

Analisis citofluorométrico

Un total de 21 pacientes, 10 donadores sanos (HD), 11 pacientes con otoesclerosis
fueron reclutados para el estudio. Para realizar la inmunofenotipificacion de las células
circulantes, se obtuvo una muestra de sangre venosa periférica (20 mL) de cada
paciente e individuo sano y de ésta se aislaron las células mononucleares (CMNSs) a
través de un gradiente de densidad [Lymphoprep (Axis-Shield PoC AS, Oslo,
Norway)].
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Para determinar el porcentaje de células Th22 (CD3*/CD4*/CD1617/IL-22%), Thl7
(CD3*/CD4*/CD161*/IL-17AY), Th2 (CD14°/CD3*/CD4*/IL-47), Thl (CD14
/CD3*/CD4*/IFN-y*), de células T reguladoras (CD3*/CD4*/CD25"/Foxp3*), de Bregs
(CD19*/CD24"/CD38"/IL-10*) y pDCs (CD123"/CD196*/IDO*) las CMNs fueron
incubadas con 5 pL de anticuerpo monoclonal anti-CD3-FITC, anti-CD4-PeCy5 y anti-
CD161-APC (BD Biosciences, San Jose, CA); anti-CD3-FITC, anti-CD4-PeCy5 y anti-
CD14-APC (BD Biosciences, San Jose, CA); anti-CD19-APC, anti-CD38-PeCy5, anti
CD24-FITC o anti-CD123-FITC, anti-CCR6-PeCy5 en tubos separados durante 20 min
a temperatura ambiente en obscuridad. Las células fueron permeabilizadas con 200
puL de solucién cytofix/cytoperm (BD Biosciences) a 4°C por 90 min. La tincién
intracelular se llevoé a cabo mediante la incubacion con 5 yL de un anticuerpo anti-IL-
22-PE, anti-IL-17A-PE, anti-IL-4-PE, anti-IFN-y-PE, anti-Foxp3-PE anti-IL-10-PE o anti-
IDO-PE (BD Biosciences) durante 45 min a 4°C y en obscuridad. Finalmente, un total
de 500,000-1,000,000 de eventos fueron adquiridos de cada muestra en un citbmetro
de flujo Accuri C6 (BD Biosciences) y se analizaron con el programa FlowJo X
software (Tree Star, Inc.).

o Para el andlisis de las muestras adquiridas se trazo una ventana electronica
para las células CD3*/CD4*/CD161", CD3*/CD4*/CD161*, CD3*/CD4*/CD14,
CD3*/CD4*/CD25", CD19*/CD38"/CD24" o CD123"/CCR6*. Los resultados se
expresaron como el porcentaje relativo de las células IL-22*, IL-17A*, IL-4%,
IFN-y*, Foxp3*, IL-10" o IDO* en cada ventana electronica. (Grafica 2).

o Como control de isotipo se empled una mezcla de anticuerpos monoclonales de
ratén de tipo 1gG1 k-FITC/IgG:-PE/CD45-PeCy5 (BD Tritest™, BD Biosciences).
Ademas se realizé un control de autofluorescencia y los respectivos controles

FMO (fluorescence minus one).
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TAMANO DE MUESTRA

Con base en un estudio previo (Richard C, et al., Identification of target proteins involved in
cochlear otoesclerosis. Oto Neurotol, 2015;36(5):923-31) en el que se determiné que un 60%
de los pacientes presentaban abundantes células productoras de TGF-B1l con respecto a
ningun control normal de hueso temporal, se espera un valor de A minimo del 60%. Para
observar estas diferencias considerando un valor a de 0.05 y un valor de 1-f de 0.80 se

utilizé la férmula para comparar 2 proporciones de dos colas:

N=[V{pa(1+1/K)} z1-a /2 + ~{pigi+p-g-/k} z:1-g]?
A2

Por lo tanto se requieren de estudiar al menos 6 pacientes.
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TABLA 1. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES DE ESTUDIO Y SUS ESCALAS DE

MEDICION
Variables Independientes
EDAD Numeérica, discreta
SEXO Dicotémica
TIEMPO DE EVOLUCION Numeérica discreta
ENFERMEDAD UNI O BILATERAL Dicotémica
OIDO OPERADO Dicotdmica
CLASIFICACION QUIRURGICA DEL FOCO | Ordinal
DE OTOESCLEROSIS:
Grado | Otoesclerosis azul
CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Grado Il Otoesclerosis Blanca
BAJO VISION MICROSCOPICA 1 . . -
Grado Il Otoesclerosis Obliterativa
CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS | Ordinal
Cuatro grados
Grado O Platina normal
Grado | Calcificacion 6sea aumentada
Grado Il Remodelacién leve
Grado Il Remodelacién moderada
Grado IV Remodelacién severa
GRADO DE HIPOACUSIA (previo a Ordinal
PTA (en frecuencias de 500, 1000 y 2000Hz) | | NORMAL PTA >20 dB
SUPERFICIAL | PTA 21 A40dB
MEDIA PTA 41-60dB
PROFUNDA PTA 61-80 dB
SEVERA PTA <80 dB

BRECHA (en frecuencias de 500, 1000 y
2000Hz)

Numérica discreta

Timpanometria

Nominal Tipo A, As, C, B

Variables dependientes

Presencia de Ki-67/p16™NKax |L-22%
CD4*/IL-17A*, CD4*/IL-4*, CD4*/IL-IFN-
AR CD25*/Foxp3*, CD20*/1L-10",
MMP9/MMP2, IL-8/TNF-a, TGF-
B1/BMP2s , IL-22, TGF-B1 y BMP2/4
CD3*/CD4*/CD161, CD3*/CD4*/CD161*,
CD3*/CD4*/CD14-, CD3*/CD4*/CD25",
CD19*/CD38"/CD24" 0 CD123"/CCR6

Numéricas discretas
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 estadistica descriptiva, las variables categéricas se compararon mediante la
prueba de X° o la prueba exacta de Fisher. Se realizé un andlisis de varianza por ANOVA de
una via mediante el subanalisis de Holm-Sidak y prueba de Dunn para todos los
procedimientos de comparacion multiple pareada. El analisis estadistico se realizé utilizando
el programa Sigma Stat 11.2 (Aspire Software International, Leesburg, VA, EE.UU.). Los
datos se expresan como la mediana, el intervalo y el promedio * desviacién estandar (SD) /
Error estdndar de la media (SEM). Los valores de P menores o iguales a 0,05 fueron

considerados como significativos.
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RESULTADOS

Se reclutaron un total de 11 pacientes con otoesclerosis y 10 donadores sanos y

normoacusicos. De los pacientes con otoesclerosis 8 fueron mujeres (73%) y 3 hombres

(27%), con un promedio de edad de 46 afios, la mediana con respecto del inicio de los

sintomas fue de cuatro afios, como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Datos demograficos y clinicos de los pacientes con otoesclerosis

Controles Pacientes P
Sanos Con Otoesclerosis
(n=10) (n=11)
Datos Demograficos
Edad, (afios)
promedio+ DS 42.9+18.5 42.3+104 ns
Mediana 52.0 46.0
Intervalo 23 —62 27 —56
Sexo (Femenino %) 80 72 ns
Duracién de la enfermedad, (afios)
promedio+ DS 6.8+1.9
Mediana 4.0
Intervalo 2.0—20.0
Variables de Laboratorio
Leucocitos, (céls/ml)
promediox DS | 6.8 X10°+ 1.4 X 10° 7.6 X10°+1.4 X10°
Mediana 7.2 7.4
Intervalo 52—79 5.1—10.2
Linfocitos (%)
promedio+ DS 28.8+2.6 32.1+85 <0.001
Mediana 27.5 33.1
Intervalo 27.00 — 31.8 18.9 — 46.5
Monocitos (%)
promedio+ DS 6.1+1.9 81+17 <0.001
Mediana 55 7.9
Intervalo 45—82 6.2—10.6
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Hallazgos macroscépicos e histopatoldgicos de las Platinas.

Posterior a la extraccion de la platina o hemiplatina ésta se fijé en formaldehido al 3% y se
incluy6 en parafina, se obtuvieron con cortes de 4um y se tifieron con hematoxilina-eosina
para su clasificacion en los cuatro grados histolégicos. La distribucién de los hallazgos
anatomo-patolégicos mostré preponderancia de platinas (Grado V) en el 64% de las
muestras analizadas seguidas del grado Il en el 18% y del grado | y Il en el 9% de los casos,

respectivamente (Grafica 1).

Grados Histopatologicos de la Otoesclerosis

9%
w' k Grado |
u Grado Il
18% Grado Il
u Grado IV

Grafica 3. Grados Histopatoldgicos de la otoesclerosis

Histologicamente se determiné la presencia de algunas células mononucleares,
reabsorciones circulares 0seas alrededor de los vasos (lagunas vasculares) y un aumento
local de la microcirculacion mostrando un hueso esponjoso claramente diferenciado del
hueso lamelar normal. En algunos casos también se observaron depdsitos 0seos en estas

areas de reabsorcién y estrechamiento de los canales vasculares (Imagenes 7 y 8).
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Imagenes 7 Tincién PAS Imagenes 8 Tincion H&E

Porcentaje de las subpoblaciones de células T CD4*, Bregs and pDCregs circulantes

Las muestras de sangre venosa periférica de pacientes con otoesclerosis y controles fueron
inmunofenotipificadas. La evaluacidn por citometria de flujo de las diferentes subpoblaciones
de células T mostréo que las células Th22, Thl7, Th2 y Thl de sangre periférica de los
pacientes con otoesclerosis se encontraban aumentadas en comparacién con el grupo

control de individuos sanos (Gréficas 2, 3y Tabla 3).

Las células Tregs y las pDCregs presentaron una disminucion estadisticamente significativa

en los pacientes con otoesclerosis vs. los controles, (Graficas 2, 3 y Tabla 3).
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Gréfica 3 Comparacion de la expresién de citocinas y presencia de células reguladoras en pacientes con

otoesclerosis y pacientes sanos controles
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Tabla 3. Expresién de citocinas y presencia de células reguladoras en las Células

Mononucleares de Sangre Periférica.

Controles Pacientes P
Sanos Con Otoesclerosis
(n=10) (n=11)
CD3*/CD4*/CD1617/1L-22* (%)
Promedio £ ES 0.67 £0.5 3.3 £0.1 <0.001
Mediana 0.68 34
0.11 ’
Intervalo 0.3
CD3*/CD4*/CD161*/IL-17A* (%)
Promedio £ ES 0.73 £0.8 5.2 £0.6 <0.001
Mediana 0.73 5
Intervalo 0.17 1.2
CD3*/CD4*/CD14/IL-4* (%)
Promedio + ES 0.66 + 0.9 25 +03 <0.001
Mediana 0.65 25
Intervalo 0.21 0.7
CD3*/CD4*/CD14/IFN-y* (%)
Promedio + ES 0.70 +0.8 24 +0.2 <0.001
Mediana 0.77 2
Intervalo 0.18 05
CD3*/CD4*/CD25" /Foxp3* (%)
Promedio £ES g1 4013 55 +0.2 0.003
Mediana 6.72 53
Intervalo 0.29 05
CD19%/CD24"/CD38"/IL-10" (%)
Promedio £ES 14 57 4 036 10.2 +0.7 ns
Mediana 10.80 11
Intervalo '
0.82 1.6
CD123"/CD196"/IDO* (%)
Promedio £ES 53 57 4077 10.9 +0.9 <0.001
Mediana 295 105
Intervalo 175 5

29



Expresién de citocinas pro-inflamatorias/anti-fibrogénicas en la platina de los

pacientes con otoesclerosis

El factor de necrosis TNF-o es una hormona polipeptidica producida por
monocitos/macrofagos activados. Esta citocina modula una serie de procesos biolégicos,
como la mediacién de la defensa del huésped contra el crecimiento de células neopléasicas y
el incremento en la expresion de los antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad de
clase |. También se le ha implicado en el desarrollo de caquexia en estados de choque por
vasodilatacibn marcada, sostenida y resistente a vasopresores (debido al aumento en la
produccion de 6xido nitrico, al estimular el incremento en la expresion de la forma inducible
de la sintetasa de Oxido nitrico) y es, ademas, una molécula efectora en varios procesos
inflamatorios. La expresion de esta citocina en las células de la platina de los pacientes con

otoesclerosis fue menor al 3% (Imagenes 9y 10, Grafica 4, Tabla 4).
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Imagenes 9y 10. Grafica 4. Citocinas pro-inflamatorias TNF-a

La interleucina 17A (IL-17A) se descubrié en 1993, y es el miembro prototipo de la subclase
mas nueva de citocinas. Se ha reconocido como una citocina inflamatoria que ejerce su
funcién principalmente sobre células mieloides y células mesenquimales al inducir la
expresion del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), de la IL-6 y de otras
guimiocinas, las cuales incrementan la granulopoyesis y reclutan neutréfilos hacia el sitio de
infeccion. El nivel de células productoras de IL-17A fue mayor al 5% en el grupo de pacientes

con otoesclerosis. (Imagenes 10y 11, Grafica 5, Tabla4).
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Imagenes 10 y 11. Gréfica 5. Subpoblaciones de Células T CD4* Th17

El IFN-y o interfer6n de tipo I, es una citocina que es critica para la inmunidad innata y
adaptativa frente a las infecciones bacterianas y virales intracelulares y para el control del
crecimiento tumoral. El IFN-y es un importante activador de los macréfagos. Los pacientes
con otoesclerosis presentaron un porcentaje considerable de linfocitos productores de IFN-y
(Imagenes 12 y 13, Gréfica 6, Tabla4).
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Imagenes 12 y 13. Gréfica 6. Subpoblaciones de Células T CD4* Thl

La IL-22 pertenece a la superfamilia de la IL-10, inicia la respuesta inmune innata contra
bacterias patogénicas del tracto digestivo y respiratorio. Esta interleucina se encontro
abundantemente expresada en las muestras de tejido de los pacientes con otoesclerosis
(Imagenes 14 y 15. Gréfica 7, Tabla 4).
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Imagenes 14 y 15. Gréfica 7. Citocinas pro-inflamatorias 1L-22

La IL-8 pertenece a la familia de las quimiocinas CXC ERL. Su funcién principal es la
atraccion de neutrdfilos y se produce en monocitos, linfocitos T, células endoteliales, células
epiteliales, fibroblastos y neutrofilos. Su funcidn especifica es atraer neutrofilos que se fijen al
endotelio para el inicio de la diapedesis. Ademas puede atraer linfocitos T, queratinocitos,
basdfilos, y posee actividad angiogénica. La expresion de la IL-8 en la platina de los
pacientes con otoesclerosis fue practicamente nula (Imagenes 16 y 17, Grafica 8, Tabla4).
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Imagenes 16 y 17. Gréfica 8. Citocinas pro-inflamatorias IL-8

Expresion de citocinas anti-inflamatorias/pro-fibrogénicas
La IL-4 es una citocina anti-inflamatoria que inhibe la sintesis de IL-13, TNF-a, IL-6, IL-17A,

etc. Participa en la regulaciéon de la proliferacion y diferenciacion de linfocitos B y es un

potente inhibidor de la apoptosis. Es sintetizada principalmente por las células Th2. Los
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pacientes con otoesclerosis presentaron un numero no mayor al 3% en los vasos

sanguineos (Imagenes 18 y 19, Grafica 9, Tabla 4)
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Imagenes 18 y 19. Grafica 9. Subpoblaciones de Células T CD4* Th2

El TGF-B1 lleva a cabo diversas funciones en la célula, como el control del crecimiento
celular, proliferacion, diferenciacion, regulacion negativa de la inflamacion, produccion de
colagena y apoptosis. En el tejido de los pacientes con otoesclerosis se determiné una
abundante expresion de este factor de crecimiento a nivel perivascular (Imagenes 20 y 21,
Grafica 10, Tabla 4).
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Imagenes 20 y 21. Grafica 10. Citocinas Reguladoras de la Sintesis de Matriz extracelular
TGF-p1

Las proteina morfogenética del hueso BMP24 es un factor de crecimiento que pertenece ala
familia del TGF-B, tiene la capacidad de inducir la formacion de hueso nuevo, cartilago y

tejido conjuntivo. EI BMP24 se encuentra predominantemente expresado en los vasos
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sanguineos de las platinas de los pacientes con otoesclerosis (Imagenes 22 y 23, Gréfica 11,
Tabla 4).
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Imagenes 22 y 23. Gréfica 11. Citocinas Reguladoras de la Sintesis de Matriz extracelular
BMP2/4

Células Reguladoras

Las células Tregs son una subpoblacion especializada de linfocitos T que actda suprimiendo
la activacién de las células T efectoras, manteniendo asi la homeostasis y favoreciendo la
tolerancia hacia los autoantigenos. Los pacientes con otoesclerosis presentaron un ndmero

de Tregs menor al 3% (Imagenes 24 y 25, Grafica 12, Tabla 4).
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Imagenes 24 y 25. Grafica 12. Subpoblaciones de Células Reguladoras Treg

Durante los Ultimos afos se ha demostrado en humanos la existencia de células B con

capacidad reguladora (Breg). Esta funcién se ha adjudicado a la capacidad de producir IL-10
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y de reducir la secrecion de IFN-y, TNF-a e IL-17 por las células T CD4*. Ademas, las células
Breg promueven la diferenciacion de linfocitos T a un fenotipo regulador e inducen la
remisién de manifestaciones autoinmunes en diferentes modelos murinos. Las biopsias de
los pacientes con otoesclerosis presentaron un porcentaje relativo de células B productoras
de IL-10 menor al 1% (Iméagenes 26 y 27, Grafica 13, Tabla 4)
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Imagenes 26 y 27. Gréfica 13. Subpoblaciones de Células Reguladoras Breg

Proteinas involucradas en el recambio de la matriz extracelular en los pacientes con

otoesclerosis

La MMP-9 o gelatinasa de 92 kD y la MMP2 o gelatinasa de 72KD participan en la
degradacion de la matriz extracelular en procesos fisiolégicos como el desarrollo
embrionario, la reproduccion, la angiogénesis, el desarrollo 6seo, la cicatrizacion de heridas,
la migracion celular, etc., y en procesos patoldgicos que incluyen el desarrollo de tumores
malignos, toda vez que degrada a la colagena tipo IV de la membrana basal facilitando la
metastasis tumoral y la angiogénesis. El tejido de los pacientes con otoesclerosis presento
un namero de células inmunorreactivas el parénquima menor al 2% (Imagenes 28-31 y
Graficas 14,15, Tabla 4).
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Imagenes 28 y 29. Gréfico 14. Proteasas que participan en el recambio de Matriz extracelular
MMP2
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Imagenes 30 y 31. Gréfica 15. Proteasas que participan en el recambio de Matriz extracelular
MMP9

Proliferacion y senescencia en la platina de los pacientes con otoesclerosis

La proliferacion y diferenciacion celular son esenciales para la formacion, reparacion y
mantenimiento de la adecuada funcionalidad de todos los tejidos y érganos en el organismo.
Cuando un tejido en desarrollo alcanza un cierto tamafio y organizacion, sus células dejan
progresivamente de proliferar y diferencian. El retorno al estado proliferativo se produce
cuando el tejido debe regenerarse pero al diferenciarse, ciertas células pierden
irreversiblemente la capacidad de division. Desequilibrios de este control conducen a
trastornos de proliferacion y junto a ciertas mutaciones convierten genes reguladores de
proliferacion y diferenciacién en oncogenes desencadenantes de cancer. La proliferacion de
las células de la platina de los pacientes con otoesclerosis fue practicamente nula (Imagenes
32y 33, Grafica 16, Tabla 4).
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Imagenes 32 y 33. Gréfica 16. Proliferacion

La senescencia celular se refiere a la respuesta de las células, mitéticamente competentes
(células no diferenciadas terminalmente y que por lo tanto tienen la capacidad de dividirse)
frente a estimulos que tienen la potencialidad de causar transformaciones neoplasicas y esta
dada entre otros aspectos, en un arresto de su crecimiento. Las platinas de los pacientes con
pacientes con otoesclerosis presentaron un numero de células senescentes menor al 2%
(Imagenes 34 y 35, Gréfica 17, Tabla 4).
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Imagenes 34 y 35. Gréfica 17. Senescencia
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Tabla 4. Expresion de citocinas y presencia de células reguladoras en la platina de los

pacientes con Otoesclerosis.

Otoesclerosis

(n=11)
Células productoras de IL-22 (%)
Promedio £ ES 69 £18
Mediana 5.0
Intervalo 0— 155
Células CD4* productoras de IL-17A (%)
Promedio £ ES 56 £0.9
Mediana 4.5
Intervalo 0—10.5
Células CD4" productoras de IL-4 (%)
Promedio + ES 22 £ 0.8
Mediana 1.0
Intervalo 0—8.0
Células CD4" productoras de IFN-y (%)
Promedio = ES 3.2 £0.85
Mediana 4.0
Intervalo 0—7.0
Células CD25" que expresan Foxp3 (%)
Promedio + ES 2.8 £0.7
Mediana 3.0
Intervalo 0—6.0
Células CD20" productoras de IL-10 (%)
Promedio + ES 0.5 +£0.3
Mediana 0
Intervalo 0—25
Células productoras de IL-8 (%)
Promedio + ES 0.3 £0.2
Mediana 0
Intervalo 0—20
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Células TNF-a (%)
Promedio £ ES
Mediana

Intervalo

Células TGF-b1 (%)
Promedio £ ES
Mediana

Intervalo

Células BMP2/4 (%)
Promedio £ ES
Mediana

Intervalo

Células MMP2
Promedio = ES
Mediana
Intervalo

Células MMP9 (%)
Promedio + ES
Mediana

Intervalo

0—75

23.7+3.2
21.0
12.0 —40.0

6.83 +£0.95
6
40—11.5

1.0+0.5

0—4.0

15+05

0—4.0
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Células Ki 67 (%)
Promedio £ ES
Mediana

Intervalo

Células p16 (%)
Promedio £ ES
Mediana

Intervalo

18+11

0—9.0
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DISCUSION

Una de las multiples teorias de la otoesclerosis es la inflamatoria debido a la persistencia del
virus del sarampion en la cépsula oética; se encontré la secuencia del RNA del virus del
sarampion en todas las platinas analizadas con diagnostico histopatolégico de otoesclerosis
segun Szikiai et al 2008, a diferencia de las platinas sin otoesclerosis donde estaba ausente;
la presencia del virus del sarampidn se asoci6 significativamente a la presencia del TNFy que
nos sugiere un proceso inflamatorio activo, con la activacion osteclastica siendo un
desencadenante de la reabsorcion 6sea.

Otros efectos a largo plazo encontrados por la presencia del TNFy son la hipoacusia
sensorineural, se requieren de estudios posteriores para corroborar su asociacion. En
nuestro estudio encontramos la presencia TNFy en el 60% de las platinas estudiadas.

La inhibicibn TNFy se podria considerar como un tratamiento alterno en la otoesclerosis

coclear en donde el tratamiento quirargico esta contraindicado [2, 12, 18]

Un papel importante es el desempefiado por los genes involucrados en la otoesclerosis
asociados a un metabolismo del hueso anormal como son COL1Al, TGFB1, BMP2 y BMP4;
se encontro la asociacion del polimorfismo T2631 con TGFB1 en un estudio realizado en la
poblacién de Tunez (Khalfallah et al., 2011) y se ha demostrado la presencia del TGFB1 en
focos otoescleroticos (Richard et al, 2015). El TGFB1 es una citocina multifuncional esencial
para el mantenimiento de la homeostasis del hueso y de la respuesta inmune, regula la
matriz 6sea en huesos largos y se ha encontrado su asociacion a pacientes con
otoesclerosis en poblaciones Holandesas y Francesas. [19, 20, 21, 22]. En nuestro estudio
se observo la presencia de esta citosina en el 100% de las platinas estudiadas con gran
proporcién una mediana de 23.7 + 3.2, confirmando su importancia en la patogenia de la
enfermedad, se ha propuesto como el factor de mayor importancia en el desarrollo y

progresion de la otoesclerosis. [22].

Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar la participacion de las células Th22 las
cuales conforman una subpoblacion de células CD4* T cooperadoras que se diferencian a
partir de células T virgenes en respuesta a TNF-a e IL-6, y se caracterizan por la secrecion
de IL-22 pero no de IL-17 o IFN-y. Las células Th22 también producen IL-26 e IL-13 ademas

de IL-22. La IL-22 es la citocina funcional mas relevante y su papel es importante en la
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proliferacidon y supervivencia celular asi como en la produccion de péptidos antibacterianos,
por lo que participa en la inmunidad y la remodelacion de los epitelios. La expresion anormal
de las células Th22 se ha observado en sangre periférica de pacientes con enfermedades
autoinmunes como psoriasis, esclerosis sistémica y artritis reumatoide. Hasta el momento se
considera que su participacion en diferentes tejidos es paraddjica, ya que puede tener un

comportamiento inflamatorio o antiinflamatorio.

La presencia de las células Th22 en los pacientes con otoesclerosis no habia sido
previamente determinada. En el presente estudio se determin6 su presencia tanto en células

circulantes como en el tejido.

Otra de las poblaciones celulares que estudiamos fue la Th1l7. Dicha poblacion celular
produce IL-17A que desempeiia un papel pro-inflamatorio en enfermedades autoinmunes a
través de la regulacion de quimiocinas y el reclutamiento de neutroéfilos. En la platina de los
pacientes con otoesclerosis las células Thl7 se encontraron a nivel perivascular y

parenquimatoso.

El IFN-y esta involucrado en la inmunidad mediada por células y activacion de macréfagos,
defensa del huésped a patogenos intracelulares, respuesta celular de tipo Thl. En paralelo,
el IFN-y ejerce funciones reguladoras para limitar el dafio tisular asociado a la inflamacion,
modula a las células T cooperadoras y la diferenciacion de células T reguladoras (Tregs).
Puede aumentar o suprimir la autoinmunidad y la patologia asociada en un contexto o
enfermedad de manera especifica. Esta citocina es producida por las células NK durante la
respuesta inmune temprana, y por células Thl activadas durante la respuesta inmune
adaptativa. En el presente trabajo evidenciamos la expresion de IFN-y en tejido y a nivel
periférico en los pacientes con otoesclerosis. Aunque este hallazgo es de menor magnitud

gue la respuesta Th17 previamente descrita.

Por otra parte, la repuesta mediada por células Th2 se encuentra definida por la produccion
de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, la cual puede ser patogénica o protectora. La inmunidad tipo 2
promueve la repuesta contra helmintos, suprime la enfermedad autoinmune mediada por

células Thil, neutraliza las toxinas, mantiene la homeostasis metabdlica, pero sobre todo
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regula la cicatrizacion, la regeneracion tisular y la fibrosis. En cuanto a la respuesta Th2

mediada por IL-4 documentamos una expresion menor al 3%.

En relacién a las células con un papel regulatorio, se evaluaron a las Tregs, un subtipo de
linfocitos T CD4" que tiene un papel crucial en el control de las enfermedades inflamatorias y
las autoinmunes asi como en el mantenimiento de la homeostasis después de la respuesta
inmune, previniendo el desarrollo de inmunopatologias. Estas células son distinguidas por
ser positivas para CD25 y expresar el factor de transcripcion Foxp3, definido por diversos
autores como el gen maestro controlador del desarrollo y funcion de las células T
reguladoras y es considerado como el principal marcador molecular de esta subpoblacién
aunque también se han descrito otros marcadores asociados con su estado de maduracion y
actividad funcional como CD45RA, CTLA4, CD62L, CCR7, GITR y CD103. Estas células se
pueden generar en el timo donde requieren la combinacién de fuertes sefiales antigénicas
asi como una maxima coestimulacion y reciben el nombre de células T reguladoras naturales
(nTregs) y expresan FOXP3. Pero también se pueden generar en la periferia a partir de
linfocitos T virgenes después del encuentro con antigenos propios o0 externos, en
condiciones de coestimulacion limitante y en funcidn de las citocinas presentes en el
momento de la activacion y reciben el nombre de células T reguladoras inducibles (iTregs).
Las células Tregs pueden suprimir las respuestas inmunolégicas en mudltiples pasos:
mediante la produccion de granzimas y perforinas que induce citotoxicidad en las células T
efectoras, por el consumo de IL-2 que es necesaria para la proliferacion celular, la secrecion
de moléculas supresoras como IL-10 y TGF- [I0y/o a través de mecanismos dependientes
de contacto celular atenuando las funciones de las células presentadoras de antigenos
(APC) que pueden promover anergia u apoptosis en la células T efectora. Ambas sub-
poblaciones de Tregs tienen la region TSDR del gen Foxp3 desmetilada, por lo que
comparten un patron global de expresion génica similar, estabilidad y fenotipo, aunque sus
mecanismo de supresion pueden diferir entre ambos subtipos, las iTregs suprimen
principalmente via produccion de citocinas inhibidoras mientras que las nTreg usan el
contacto celular para ejercer su supresion. En este estudio observamos una reduccion
significante de las Treg en correlacidon vs. los individuos sanos. Lo cual parece sugerir una

deficiencia en los mecanismos que pueden contribuir a contender con la inflamacion.
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En este proyecto no encontramos diferencia en la expresion de células Bregs
(CD19*/CD24"/CD38"/IL-10* circulantes) en el grupo de pacientes con otoesclerosis en
comparacién con los controles sanos. Sin embargo, si se observé una tendencia a la

disminucién en el porcentaje de células Bregs de los pacientes.

Finalmente se conoce que las células dendriticas plasmacitoides reguladoras (pDCregs) son
una subpoblacién que expresan 2,3-dioxigenasa de indolamina (IDO), una enzima que
participa en el metabolismo del triptéfano, suprime la actividad de células T efectoras e
induce la polarizacion de células Tregs. IDO es regulada positivamente durante la
presentacion antigénica y la union de CTLA-4/B7-1/B7-2 (CD80/CD86) en los linfocitos y
células dendriticas; en respuesta a la infeccibn y a la presencia de acidos nucleicos
circulantes a través de la activacion del TLR4 y TLR9; y por la inflamacion tisular (TNF-q,
PGE2, IFN-a/B/y)68 y son reguladoras criticas de la inmunidad adaptativa contribuyendo a la

supresion del proceso inflamatorio.

En este estudio encontramos que el porcentaje de células CD123* que expresan IDO, a nivel
circulante, fue menor en el grupo de pacientes en comparacion con controles sanos.

Con base en nuestros resultados podemos sugerir que en la fisiopatogenia de la
otoesclerosis existe la participacion de procesos pro-inflamatorios y una deficiencia de los

mecanismos de regulacién de la inflamacion.

En conclusién, en el presente estudio encontramos un incremento en el porcentaje de células
Th22, Th1l7, Thly Th2 en los pacientes con otoesclerosis, mientras que el nimero de células
T y pDCreguladoras pero no de Bregs se encuentra disminuido. Nuestros resultados
sugieren que el balance entre las subpoblaciones de células pro- y antiinflamatorias favorece
a la primera, con la incapacidad de la dltima de mantener la homeostasis.

Nuestros resultados contribuyen a elucidar el papel de diversas poblaciones celulares y
citocinas en la fisiopatogenia de la otoesclerosis. Un conocimiento mas profundo de estas
redes de citocinas y células permitira el desarrollo de nuevas herramientas terapéuticas mas

especificas para esta patologia.
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CONCLUSIONES:
Se conocen multiples factores asociados a la otoesclerosis sin embargo falta un largo camino

por dilucidar acerca de los mecanismos involucrados en su presentacion y progreso, el
conocer las citosinas involucradas nos amplia el campo de trabajo para conocer el papel que

juegan cada una en esta patologia.
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ANEXOS

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL INGRESO AL PROTOCOLO DE ESTUDIO TITULADO:
EXPRESION DE FACTORES PROINFLAMATORIOS, ANTIINFLAMATORIOS, DE PROLIFERACION Y

SENESCENCIA EN UNA COHORTE DE PACIENTES CON OTOESCLEROSIS
1. INTRODUCCION
Es importante que lea y comprenda la siguiente explicacidn acerca de su enfermedad y/o de su familiar, y la posibilidad de que sea incluido en el estudio
arriba mencionado, ésta describe claramente el propésito, beneficios y riesgos que condiciona el ingreso al estudio. También deberd entender que el
hecho de rechazar su participacién o de su familiar en el estudio no cambiard en absoluto las decisiones médicas que se tomen con respecto al
tratamiento de la enfermedad.
La otoesclerosis es una enfermedad de depdsito anormal de hueso en las estructuras del oido que lleva a una disminucién de la audicidn progresiva,
siendo inicialmente unilateral y posteriormente bilateral. La cirugia es el principal tratamiento sin ser curativa, sin embargo no se puede realizar en todos
los pacientes. El realizar estudios sobre factores inmunolégicos e inflamatorios de la enfermedad nos podria llevar a proponer un manejo diferente.
1. OBJETIVO
Yo (nombre de paciente o familiar) portador de Otoesclerosis con direccién en
Voluntariamente acepto (nombre del paciente o familiar)

Firma
Participar en el estudio, cuyo propdsito es demostrar, que existe una expresion aumentada de factores inflamatorios locales y sistémicos en la
enfermedad de Otoesclerosis, y que esta expresidn se encuentra relacionada con la manifestacion macroscépica de la enfermedad.
Consideramos que usted o familiar es un candidato para ingresar al estudio, ya que presenta las caracteristicas de tener el diagndstico Otoesclerosis

11l. PROCEDIMIENTOS

Estoy informado de que con la finalidad de confirmar la relacién que tiene la expresion de citocinas proinflamatorias en la Otoesclerosis con el grado de
manifestacion macroscopica sera necesario realizar un estudio estandarizado en el INER (que no conlleva a un riesgo adicional del ya establecido) y
consiste en un interrogatorio y exploracion fisica completa, realizacién de estudios analisis histopatoldgico (platina extraida durante la cirugia) y de
inmunohistoquimica. He sido informado que el analisis de las muestras de sean realizadas en los Departamentos de Anatomia patoldgica del INER e
Inmunologia del INCMNSZ, los cuales cuentan con personal entrenado y calificado para realizar dichos procedimientos, ademas del material nuevo y
esterilizado para cumplir con todas las medidas de control de calidad.

Se me realizara una puncién venosa con extraccion de 10ml de sangre para cubrir los objetivos del Proyecto de investigacion cuyas muestras se
evaluaran en Departamentos de Anatomia patoldgica e Inmunologia del INCMNSZ. Se procesara la platina extraida durante el procedimiento quirurgico
sin ningun riesgo adicional a la cirugia pues es un paso para realizar esta.

IV. BENEFICIOS
Estoy informado que al conocer la fisiopatologia de mi enfermedad desde el punto de vista inmunolégico, serd mas factible el comprender por qué el
grado de compromiso 6seo se relaciona con las manifestaciones y la progresion de la enfermedad.

V. RIESGO

Yo (o familiar) seré (a) sometido a la extraccion de 10ml de sangre venosa con riesgo de dolor en sitio de puncién, hematoma, infeccion, sin algun otro
riesgo agregado a los procedimientos diagndsticos y terapéuticos que se realizan a los pacientes que tienen el diagndstico de Otoesclerosis tales como la
realizacion de estapedectomia. La extraccion de la platina forma parte del procedimiento quirurgico (habitual) para la realizacion de una
estapedectomia.

VI. ALTERNATIVA DE RECHAZO
Si yo o mi familiar decidimos no participar en el estudio, el diagnéstico, el tratamiento y el seguimiento serdn iguales que en otros pacientes tratados en
este Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.

VIIl. CONFIDENCIALIDAD
Entiendo que cualquier informacién que se obtenga en este estudio sera confidencial y que ni mi nombre o el de mi familiar seran mencionados en el
reporte del estudio.

VIII. DISPONIBILIDAD DE LA INFORMACION
Se me ha informado que tendré disponibilidad en todo momento de la informacién de los resultados obtenidos en el andlisis histopatoldgico y de
inmunohistoquimica del tejido resecado durante la estapedectomia, asi como el resultado del analisis seroldgico realizado.

IX.CESION DE DERECHOS
La decision de ingresar al estudio implica que la platina del estribo y las muestras sanguineas quedan bajo la propiedad del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias y ademas implica que el instituto pueda realizar otras pruebas posteriormente sin necesidad de que sea informado de ello.

X.DERECHO A DESERTAR
Soy libre de excluirme del estudio en cualquier momento. En el caso de que tome esta decisidn, el tratamiento y seguimiento no cambiaran.

México, D.F., a de de 2015

Testigo 1: Nombre Testigo 2: Nombre
Parentesco Parentesco
Identificacion Identificacion
Direccion Direccion

Dudas o informes comunicarse al Servicio de ORL del INER al teléfono (55) 54871700 Extensién 5121

46



Marcadores estudiados

Citosina Familia Célulade Funcion bioldgica Resultado final
origen
1 Ki-67 Proteina Nucleo Celular Aumento de velocidad de la Proliferacion
aislada division celular celular
2 pl6 'NKaa Proteina Citoplasma Regulacién del ciclo celular | Senescencia
aislada
3 IL-17A Linfocitos T Producida por Inflamacion crénica Inflamacion
cooperadores lasCs T
TH17 activadas
4 IL-4 Cs T CD4 Leucocitos, Cs Proliferacion de linfocitos B, Inductora de
endoteliales mastocitos y linfocitos T, fibrosis
Sintesis de IgE, Inflamacion
eosinofilica, elimina parasitos
5 IL-22 Th 17 Leucocitos, Cs Reparacién de tejidos Inflamacién y
endoteliales proteccion de
epitelios
6 TNF-a Familia de Cs nucleadas Reclutamiento de las células | Inflamacién
receptores de inflamatorias
TNF
7 IFN-g Interferones Linfocitos Ty Activacion de los macréfagos | Inflamacion
tipo Il Natural Killer y reclutacién de monocitos.
8 IL-8 Quimiocinas Fibroblastos, Cs | Factor quimiotactico de Angiogénesis y
endotelial, neutrofilos quimiotaxis
monocitos y
macrofagos
9 TGF-bl Superfamilia Leucocitos control del crecimiento Osteogenesis
de factores de celular, proliferacion celular,
crecimiento diferenciacién y apoptosis
transformante
beta
10 | BMP2/4 Superfamilia Plaquetas, Cs Diferenciacién de los Osteogenesis
de proteinas endoteliales, osteoblastos en diversos
TGF-beta linfocitos y tipos celulares
macrofagos
11 | IL-10 HLA clase Il Cs B y Natural Inhibir la sintesis de citocinas | Anti-inflamacion
TH 2 Killer proinflamatorias por los
linfocitos T y macr6fagos
12 | MMP-2 Proteinas de la | Proteinas Funcién degradativa de la Degradacion de
matriz inactivas unidas | matriz extracelular la matriz
metaloproteina | a proteinasas extracelular
sa extracelulares
13 | MMP-9 Proteinas de la | Proteinas Funcién degradativa de la Degradacion de
matriz inactivas unidas | matriz extracelular la matriz
metaloproteina | a proteinasas extracelular
sa extracelulares
14 | Foxp3 Famila de CsT Regulador en el desarrolloy | Regulador

reguladores
transcripcional
es Tfh

reguladoras

funcién de las células T
reguladoras
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