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Resumen

Introduccion: Las espondiloartritis (SpA), compone un grupo de enfermedades
reumaticas inflamatorias crénicas que comparten caracteristicas genéticas y
clinicas. La prevalencia de estas enfermedades a nivel mundial es de 1.6%, y de
0.6% en México. La etiopatogénesis de las SpA es poco conocida, sin embargo,
existen multiples antecedentes que sefalan la relacién de las SpA con infecciones
bacterianas. Se ha reportado que hasta un 60% de los pacientes con SpA presentan
inflamacién intestinal subclinica, lo cual podria ser uno de los factores
fisiopatoldgicos mas importantes de la enfermedad. En el intestino las interacciones
entre el microbiota y el sistema inmunolégico de los pacientes pueden conducir a la
alteracién de la barrera intestinal, activacion y migracién de anormal de células
inmunes innatas como las células Tyd residentes del intestino, las cuales podrian
depositarse en las articulaciones de los pacientes con SpA. Es probable que,
considerando la relacion con infecciones previas, estas células tengan un fenotipo

de memoria que explique su respuesta inflamatoria.

Es por esto que, este estudio evalud la frecuencia de células Tyd y su fenotipo

proinflamatorio en muestras de sangre de pacientes con SpA.

Metodologia: Se recolectaron muestras de 3 pacientes con SpA clasificados con los
criterios ASAS, que fueron atendidos en el Hospital General de México (HGM) y que
cumplieron con los criterios de inclusion. Mediante citometria espectral, se
analizaron frecuencia y fenotipo de células Ty3, Tyd", Tydl°%, Tys CD27+, Ty CD27-
,Tyd CD161+, Tyd CD45RO+, Tyd a4p7+ en tres condiciones, tincién total a las 4
horas posterior a la recoleccién de la muestra, tincidn total a las 24 horas incubada
a 37°C, y una tincidn total de la muestra estimulada con LPS a las 4 horas posterior

a la recoleccion e incubada 24 horas a 37°C.

Resultados: Las células Tyd esta aumentadas en pacientes con SpA en
comparacion con los controles (P=0.0173), se encontraron diferencias significativas
en la frecuencia de células Tyd CD27- en pacientes a diferencia de los controles

(P=0.0063), al igual que la frecuencia de las células Tyd CD27- a4p7+ en pacientes



a diferencia de controles (P=0.0187). Por otra parte, se encontraron diferencias

significativas en las células Ty5 IL17+ en pacientes (P=0.0205).

Conclusiones: Se encontro una frecuencia elevada de las células Tyd en pacientes
a diferencia de los controles, ademas, una frecuencia elevada de las células Tyd
negativas al marcador CD27, lo que indica un fenotipo proinflamtorio productor de
IL17. Finalmente, se encontrd que las células Tyd CD27- son mayormente positivas

a la integrina a4p7.



Introduccion
La espondiloartritis (SpA) compone a un grupo de enfermedades reumaticas

inflamatorias cronicas que comparten caracteristicas genéticas, como una
frecuencia elevada en la presencia del antigeno leucocitario HLA-B27, o clinicas
como la sacroilitis observada en radiografias y resonancias magnéticas (Overview
of the Clinical Manifestations and Classification of Spondyloarthritis - UpToDate,
2023). Algunas de las manifestaciones clinicas son: dolor lumbar, entesitis
(infamacion de las entesis, las zonas donde los tendones o ligamentos se insertan
en el hueso), tendinitis (inflamacion del tenddn), dactilitis (inflamacién de los dedos)
(de Winter et al., 2016). Entre otras manifestaciones extraarticulares, se encuentran:
uveitis, inflamacion intestinal, psoriasis, y una asociacién a trastornos infecciosos

anteriores o en curso (Kiwalkar et al., 2019).

La familia de las SpA se compone por la espondilitis anquilosante (EA) o
espondiloartritis axial radiogréafica (r-axSpA), espondiloartritis axial no radiogréafica
(nr-axSpA), la espondiloartritis periférica (pSpA), artritis psoriasica (PsA), artritis
asociada a enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reactiva (ReA) y un subgrupo
de artritis idiopatica juvenil (JIA) (Dougados & Baeten, 2011; T Yu David and van
Tubergen Astrid, 2023). Actualmente se clasifican en axial (axSpA) y periférica
(pSpA) (Lépez-Medina et al., 2021).

La prevalencia reportada a nivel mundial para las SpA es del 1.6 %, mientras que la
de la EA es del 0,24 % en Europa, 0,31% en América del Norte (Picchianti-Diamanti
et al., 2020), y del 0.6% en México (Peldez-Ballestas et al., 2011; Pelaez-Ballestas
et al., 2013). La prevalencia de los diferentes sintomas en la poblacién mexicana es
altamente variable, va del 1 al 25% para sacroilitis y del 3 al 30% para afeccién

periférica (Pelaez-Ballestas et al., 2011).

Etiopatogenia de la SpA
El mecanismo que rige a la patogénesis de las SpA no es completamente claro, sin

embargo, existen avances en el analisis sobre el inicio de la enfermedad, asociando
complejas interacciones ambientales, inmunoldgicas y genéticas (Mohammadi et

al.,, 2018). De este modo, se ha descrito que los factores genéticos son
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determinantes en la susceptibilidad de las SpA, el alelo HLA-B27 ha sido
considerado como uno de los mas importantes (Schlosstein et al.,, 1973),
representando hasta un 90% de positividad en pacientes con EA. Ademas, se
encuentran mas de 100 subtipos de HLA-B27 los cuales se diferencian por unos
pocos residuos de aminoacidos, siendo B*2705 y B*2702 los subtipos mas comunes
a nivel mundial (Bowness, 2015), asimismo, el subtipo B*2705 se han encontrado

particularmente en pacientes con EA (Bowness, 2015).

Por otra parte, con estudios de asociaciones con el genoma completo (GWAS) se
han reportado mas de 40 genes asociados con las SpA (Cortes et al., 2013), como
ERAP-1 altamente frecuente en pacientes con EA HLA-B27+ (Evans et al., 2011).

Se han identificado otros genes implicados en respuestas inmunes de tipo 17 (IL-
17A/IL-23) mantenidas por IL-23. En este sentido, se ha demostrado la presencia
de niveles elevados de IL-23 e IL-17 en pacientes con EA (Chen et al., 2012). Otros
polimorfismos importantes asociados han sido eomes, runx3, tbx21 y card 9 (Cortes
et al., 2013).

Relacion de la SpA con infecciones
La relacion de infecciones bacterianas en la induccién y progresién de multiples

trastornos inflamatorios incluidas las SpA no es clara. Se ha reportado la prevalencia
de signos y sintomas de infecciones directamente relacionada con la actividad de la
enfermedad en pacientes que desarrollaron SpA (Martinez et al., 2004). Algunos
estudios reportan la relacion entre infecciones bacterianas y su asociacion con las
SpA (AC et al.,, 1978;Haller-Schober & EI-Shabrawi, 2002), demostrando la
existencia de ADN bacteriano en analisis de liquido sinovial, encontrando niveles
altos para anticuerpos séricos contra algunas bacterias identificadas como
Salmonella, Campylobacter, Shigella, Yersinia y Klebsiella (Pacheco-Tena et al.,
2001). Ademas, se identifico que mas del 90% de pacientes con EA presentaban
anticuerpos IgG en suero y liquido sinovial para Salmonella, Campylobacter,
Shigella, Yersinia y Klebsiella (Dominguez-Lépez et al., 2002; Pacheco-Tena et al.,
2001).
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En este sentido, la fisiopatologia de la ReA demuestra un acercamiento de las SpA
con el microbioma pues esta relacionada con infecciones gastrointestinales
provocadas por Salmonella, Campylobacter, Shigella, Yersinia y Klebsiella, o
infecciones por Chlamydia tracomatis; se ha observado que aproximadamente el
20% de pacientes con ReA desarrollan EA en un plazo de 10 a 20 afios (Granfors
et al., 1990;Keat et al., 1978). Asi mismo, en analisis de biopsias de articulaciones
de pacientes con ReA se han detectado productos bacterianos de infecciones

previas (Merilahti-Palo et al., 1991).

Recientemente se han realizado cuantificaciones directas del microbiota intestinal
de pacientes con SpA y controles sanos a través de heces o biopsias intestinales
permitiendo una caracterizacion de la asociacion con bacterias, demostrando asi la

relacion de las SpA con el microbioma (Breban et al., 2019).

Vias inflamatorias relacionadas con la SpA
Dentro del estudio de las SpA, se han identificado en los pacientes sitios de

inflamacion especificos como en el intestino la enfermedad inflamatoria intestinal
(Ell), en la piel la psoriariasis (PsA) y en articulaciones la EA (Rudwaleit, Heijde, et
al., 2009). En estos sitios de inflamacion localizados, se han reportado un grupo
caracteristico de células TCD4+ productoras de IL-17A, IL-22 y factor de necrosis
tumoral (TNF) denominadas Thl7 las cuales contribuyen al desarrollo de

enfermedades inflamatorias, incluyendo las SpA (Tesmer et al., 2008).

De esta manera, en investigaciones mas centradas en las SpA se ha sugerido una
asociacion fisiopatolégica de las Th17 al producir IL-17A e IL-22 en Ell, PsA 'y EA
(Cho, 2008).

Ademas de las células Th17 implicadas en la respuesta inflamatoria en las SpA, se
conocen otros grupos de células innatas productoras de IL-17 e IL-22 conocidas
como ceélulas linfoides innatas tipo 3 (ILC3) (Gaston & Jadon, 2017)y Tyd (Kenna et
al.,, 20121;Santori et al., 2015;Wiarda & Loving, 2022). Estos subconjuntos de
células son propios de las mucosas intestinales, y se han reconocido en mayor
cantidad en pacientes con EA. La forma mas severa de las SpA (Ciccia et al., 2015).

Sin embargo, se han observado a estas poblaciones celulares en lugares distintos
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al intestino como en la medula ésea y el liquido sinovial de pacientes con SpA, en
esto sitios expresan marcadores de superficie particulares de intestino, por lo que

se ha sugerido migracion celular (Longman et al., 2014) desde este sitio.

En funcién de las investigaciones en pacientes con SpA, se ha planteado un vinculo
entre la presencia de la inflamacion articular e inflamacion de mucosas (intestino y
piel), y con ello la propuesta sobre el eje intestino- piel- articulacion (Bernal-Alferes
et al., 2021;Brakenhoff et al.,, 2010). Dentro del eje intestino-articulacién, se
encuentra el sitio de entesis (insercion entre ligamento y tendones en el hueso), esta
zona es un distintivo clinico con mayor afecciéon e inflamacion en pacientes con EA
(Sherlock et al., 2012).

El conocimiento sobre las poblaciones celulares residentes de las zonas de entesis
aun no se ha identificado claramente; Sherlock en 2012, realiz6 un andlisis de
linfocitos T residentes de la entesis en un modelo marido de SpA, describié una
poblacion CD3+ CD4- CD8- RORyt+IL-23+ secretoras de altas cantidades de IL-17
e IL-22, sugiriendo la amplia participacién de una poblacion de linfocitos T positivos
al factor de transcripcion RORyt en la SpA (Sherlock et al., 2012). En este sentido,
Reinhardt y colaboradores en 2016, observaron una poblacion celular que se
ajustaba al fenotipo determinado por Sherlock en 2012, siendo células productoras
de IL-17 en un modelo murino de SpA, demostraron que células T yd dependientes
de IL-23 son importantes secretoras de IL-17 en las entesis durante la SpA
(Reinhardt et al., 2016), estos estudios nos proporcionan un importante avance en
el conocimiento de los grupos celulares responsables de la fisiopatologia de la SpA

donde el origen de la misma aun no es conocido claramente.
Relacién de la inflamacion intestinal SpA

El vinculo entre la SpA y la inflamacién intestinal se ha determinado a través de
estudios donde se ha reportado que alrededor del 60% de los pacientes con SpA
presentan inflamacion intestinal subclinica y solo el 10% desarrolla algun tipo de Ell
(Picchianti-Diamanti et al., 2020), incluyendo sintomas como la pérdida de peso,
diarrea, dolor abdominal y fiebre, manifestandose en un pico de incidencia entre los

20y 40 y entre los 50 y 60 afios (C Abraham, 2009). Asimismo, se ha demostrado
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un aumento de la permeabilidad intestinal en pacientes con SpA, permitiendo el
paso a multiples bacterias y péptidos microbianos que pueden desencadenar una
respuesta inmunoldgica (Martinez-Gonzalez et al., 1994). Dentro del estudio de la
alteraciéon del microbioma en pacientes con SpA en comparacion con controles, se
ha encontrado una amplia diversidad y composicion, lo que sugiere que no se trata
de un conjunto en particular de microbios, si ho una perturbacion al microambiente
relacionado con la inflamacion (Gill & Rosenbaum, 2021; van de Sande & Elewaut,
2023).

Por otra parte, la prevalencia de afectacion articular en pacientes con Ell ha sido
desde un 16% hasta un 33% (Brakenhoff et al., 2010). En relacion con estas
manifestaciones clinicas presentes en los pacientes con SpA, se han buscado
moléculas marcadoras donde se identifique el eje intestino-articulacién (Ciccia et
al., 2015), como se ha observado en poblaciones de linfocitos Tyd que expresan

integrinas clave precedentes a la inflamacion intestinal (Do et al., 2017).

Las integrinas, son de gran importancia en la homeostasis intestinal y en el
reclutamiento de células inmunes en condiciones patolégicas (Kempster & Kaser,
2014). Comprenden una familia de 24 receptores hetero dinamicos, caracterizados
por una subunidad a y otra B. Dentro de las integrinas mas relevantes de
comportamiento adhesivo al endotelio son miembro de la familia B2, asi como las
integrinas 0431y a4B7 (Carman & Springer, 2003). La integrina a437 caracteristica
del epitelio intestinal, cumple una de las funciones especificas para el reclutamiento
de células T a la mucosa intestinal interaccionando con su ligando MAdCAM-
1(Kempster & Kaser, 2014). Se ha observado la expresion de cantidades elevadas
de la integrina a4B7 en linfocitos T aislados de tejido sinovial de pacientes con SpA
(Jacques and Elewaut, 2008), lo que permite posicionarlo como un marcador de
expresion importante en la transmigracion celular en pacientes con SpA, al ser
reconocida en el trafico celular en el eje intestino-articulacion (Ciccia et al., 2015;Del
Vescovo et al., 2023;Qaiyum et al., 2019).
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Células T yd
Son un subconjunto de linfocitos T que se distinguen por receptor con cadenas

gamma (y) y delta (8), a diferencia de los linfocitos comunes T CD4 y T CD8
portadores de receptores con cadenas alfa (a) y beta (B) (Vantourout & Hayday,
2013). Pertenecientes a la primera linea de defensa contra patégenos debido su
rapida respuesta a sefiales de su TCR independiente del MHC y a sefales de
reconocimiento de patrones como TLRs (Vantourout & Hayday, 2013;Wesch et al.,
2011).

Comprenden tan solo entre el 1% y el 3.5% del total de los linfocitos T circulantes
en los seres humanos, cabe destacar que las células T yd representan alrededor
del 60 % en tejidos deciduales, el 58% en mucosa intestinal y el 15 % de células T
en piel(Karunathilaka et al., 2022). La clasificacion que se tiene en las células yb
son basadas en su cadena 0. Las V&1 son predominantes en epitelios y mucosas,
las V&2 son las mas abundantes en circulacion con aproximadamente del 50 al 90%
de las células Tyd en la circulacidon (Karunathilaka et al., 2022), y por ultimo las V&3
siendo las mas escasas y presentes en personas con infecciones o cancer(Wu et
al., 2014). La gran mayoria de las células Tyd circulantes en humanos expresan un
heterodimero de TCR compuesto por cadenas Vy9 y V&2 que reconocen
directamente ligandos no peptidicos sin presentacion mediante moléculas de
histocompatibilidad (MHC) (Dieli et al., 2003a).

Son poseedoras de importantes caracteristicas adaptativas e innatas, siendo una
interfaz entre estos dos sistemas (Comeau et al., 2020). En estudios recientes, se
ha observado que las células Tyd pueden estar implicadas en la inmunidad
adaptativa, a través de una combinacion entre receptores tipo Toll (TLR) y
receptores asesinos naturales (NKR) que les permite el reconocimiento de
antigenos bacterianos, virales y parasitarios, y en consecuencia expresar una

respuesta mediadora a estos ataques (Kazen & Adams, 2011).

Por otra parte, se ha descrito que las células Tyd tienen la capacidad de secretar
citocinas como la IL-17A sin requerir a la IL-23 para su secrecion inicial, pero si

para mantener su produccion (Ness-Schwickerath et al., 2010), lo que permite una
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rapida activacion y reclutamiento de otro tipo de células como Thl, Th2, células NK,
células B, macrofagos, eosinodfilos y baséfilos, lo que en conjunto es crucial para la

eliminacién de patogenos (Do et al., 2017; Giacomelli et al., 1994).

Se ha demostrado que las células Tyd productoras de IL-17 se encuentran en
niveles elevados tanto en circulacion como en tejidos intestinales cuando se
exponen a entornos inflamatorios, como se ha visto en la Ell (Do et al.,
2017;Giacomelli et al., 1994). Dentro de las enfermedades inflamatorias donde las
células T y® son importantes mediadoras se encuentran la PsA y artritis inflamatoria
(Bernal-Alferes et al., 2023). En las investigaciones reportadas acerca del vinculo
entre las SpA y las células Tyd han relacionado al eje intestino-piel -articulacion, al
encontrar aumento en la frecuencia de células Ty® productoras de IL-17 en sangre
periférica y liquido sinovial de pacientes con ReA y JIA (Kessel et al,
2017;Chowdhury et al., 2017). En este sentido, se ha planteado que las células Tyd
periféricas al ser activadas pueden migrar y acumularse en las articulaciones
induciendo sintomas relacionados con la SpA (De Winter et al.,, 2019).
Particularmente, con experimentos de nuestro grupo de trabajo se observd un
conjunto de células Tyd positivas para la integrina a4f37 (indicadora de activacion
intestinal) en la sangre periférica de pacientes con SpA. Estas células mostraron
una mayor expresion de los receptores tipo Toll (TLR) 2y TLR 4 en comparacion de
las células negativas para la integrina (Romero-Lépez et al., 2020) lo que permite
suponer que las células Tyd pueden ser diferenciadas, activadas en el intestino y
migrar a sitios extra-intestinales donde, con la produccion de IL-17 e IL-22 pueden

ser responsables de enfermedades inflamatorias como las SpA.

Debido la relacion de infecciones con la SpA y a que se ha reportado recientemente
la existencia de un fendmeno de “memoria inmune innata” o “entrenamiento inmune”
(Netea et al., 2016;Placek et al., 2019), es probable que las células Tyd de estos
pacientes sean “entrenadas” durante las infecciones, lo que explicaria su fenotipo

activado y pro-inflamatorio durante la enfermedad.
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Participacion de las células T yd la memoria inmune innata
La memoria inmunoldgica, es un proceso que nos proporciona proteccion contra

patdgenos a los cuales ya hemos sido expuestos anteriormente, y esta presente
principalmente en la respuesta adaptativa a través de células T y B de memoria,
gue proporcionan sefiales diferentes a las de sus contrapartes efectoras y proliferar

mas rdpido en respuesta a la exposicion al antigeno(Lauvau & Soudja, 2015).

Hasta hace algunos afios se creia que la memoria inmunoldgica estaba restringida
a la memoria adaptativa, estudios recientes reportan acercamientos sobre una
‘inmunidad entrenada” proporcionada por el sistema inmune innato, como una
forma de adaptacion de los mecanismos de defensa innatos del huésped (Divangahi
et al.,, 2021). Después de exposicibn a agentes infecciosos particulares, la
inmunidad entrenada puede generar una respuesta mayor y mas rapida contra un
desafio secundario con patégenos homologos o incluso heterélogos, mejorando su
respuesta frente a una infeccion por patdégeno independiente de las células T 6 B
del sistema inmune adaptativo(Netea et al., 2011). Gracias al descubrimiento de los
receptores de reconocimiento de patrén (PRR) como los son los receptores tipo Toll
(TLR), receptores de lectina tipo C y a los receptores similares a los tipo NOD (NLR)
se ha cambiado el panorama sobre la especificidad nula que se conocia de la
inmunidad innata(Netea, 2013). Asimismo, en estudios recientes han identificado
poblaciones celulares innatas que presentan caracteristicas de memoria:
neutréfilos, macréfagos, células NK y linfocitos Tyd (Bowdish et al., 2007; Netea,
2013; Netea et al., 2016;Vivier et al., 2011).

Las células Tyd al tener la capacidad para expresar NKR y TLR, aunque
representan una frecuencia reducida tienen una respuesta rapida generando una
respuesta proinflamatoria y posteriormente une de manera Unica a la inmunidad
innata y adaptativa (Carman & Springer, 2003). Ademas, se ha revelado que las
células Tyd al someterse a una reprogramacién funcional después de la exposicion
a componentes microbianos como el lipopolisacarido (LPS) pueden sobre expresar

TLR4 siendo su activador principal(Netea et al., 2016).
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Actualmente, se han reportado subconjuntos de células Tyd que podrian reactivarse
en una segunda exposicion a un antigeno como lo hacen los linfocitos T
convencionales de memoria(Comeau et al., 2020). Estas células Tyd expresan
caracteristicas de las células de memoria para responder con mayor fuerza y una
proliferacion de mayor medida tras una infeccion secundaria (Comeau et al., 2020).
Por lo tanto, el estudio de esta de esta poblacion celular y su relacién con la memoria
inmunologica remonta las primeras investigaciones, donde observaron la respuesta
de las células Tyd frente a una infeccion por M. tuberculosis en células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de sujetos que habian recibido una
vacuna con bacilo de Calmette- Guérin (BCG) y sujetos no vacunados (Hoft et al.,
1998), revelando una proliferacion y expansidn mayor tras una reexposicion y

experiencia previa con el antigeno.

Asimismo, se realizé un andlisis donde se exponen caracteristicas de memoria en
células Tyd en PBMC de pacientes con infeccion por citomegalovirus humano
(CMV) positivo y con pacientes con CMV negativo, revelando cambios en expresion
de un subconjunto de células Tyd a través de citometria de flujo y la expresion de
los marcadores CD45RA-CD45R0 (Pitard et al., 2008).

Se han utilizado multiples herramientas para el estudio y el reconocimiento de la
funcionalidad precisa de las células Tyd, una de las mas utilizadas en estudios
recientes ha sido la citometria de flujo multiparamétrica, herramienta con la cual se
han identificado con mayor precisidn subconjuntos de células Tyd que expresan
fenotipos de memoria (Fergusson et al., 2014; Odaira et al., 2016). A través, de
multiples marcadores de reconocimiento celular utilizados en la citometria de flujo
multiparamétrica se han identificado células Tyd con fenotipos de memoria, tal es el
caso de un receptor de membrana similar a lectina tipo ¢, CD161, siendo expresado
en niveles elevados por células NK y células Tyd, y se asocia con la produccién de
IL-17 mejorada, y una mayor transmigracion endotelial (Dieli et al., 20032
Fergusson et al., 2014; Karunathilaka et al., 2022). En este sentido se han revelado
andlisis donde dividen a las células Tyd correspondientes a su capacidad de

presentar memoria a través de fenotipos positivos o negativos a CD27 una molécula
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homodimérica de transmembrana de 120kDa expresada por la mayoria de las
células T,B, NK y Tyd (Gioia et al., 2002) y a las isoformas de CD45, las cuales
distinguen a las células T humanas virgenes CD45RA y de memoria CD45RO
(Gioia et al., 2002), en conjunto CD27 con las isoformas CD45R se han identificado
subconjuntos de células Tyd y su relacién con memoria adquirida: virgenes (CD27+
CD45R+), de memoria central (CD27+ CD45R-), de memoria efectora (CD27-
CD45-) y memoria RA (CD27-CD45+) (Guerra-Maupome et al., 2019; Odaira et al.,
2016).

Debido a los antecedentes de esta poblacion celular (Ty®) al ser crucial en
destruccion de células infectadas por virus y su funcién en el sistema inmunologico
contra infecciones bacterianas a través de la produccién de citocinas como IL-17,
nos resulta interesante evaluar esta poblacion celular en pacientes con SpA donde
la produccién de citocinas especificas como la IL-17 e IL-22 es parte importante de

los mecanismos fisiopatologicos correlacionados con la enfermedad.

Planteamiento del problema
Debido al desconocimiento de la patogénesis de la SpA han surgido diversas

hipétesis que tratan de explicar la activacion aberrante del sistema inmune.
Posiblemente, las células Tyd tengan una sobreproduccién de IL-17 ante estimulos
microbianos generados durante infecciones, son capaces de salir a recirculacion
desde el intestino a las zonas de entesis marcadas por la integrina a4p7, lo que
generaria la expresion de un fenotipo de memoria expresado por estas células, lo
cual se puede asociar con la inflamacion cronica caracteristica de la patogénesis de
las SpA, junto a las caracteristicas clinicas de los pacientes.

Hipotesis

Las células Tyd circulantes de pacientes con espondiloartritis tendran un fenotipo
proinflamatorio asociado a la activacion intestinal, a la produccion de IL-17 y la

expresion de marcadores de superficie asociados a memoria inmune innata.
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Objetivos
General
e Evaluar la frecuencia y fenotipo de células Ty a4p7 productoras de IL-17 con

un fenotipo de memoria inmune innata en muestras de sangre de pacientes

con SpA.

Especificos
e Analizar la frecuencia de las células Tyd positivas a a4p7, CD27, CD161 y

CD45RO0 en sangre periférica de pacientes con SpA.
e Comparar la produccion de IL-17 en las poblaciones celulares de estudio,
distinguiéndolas con los marcadores CD27, o437, CD161 y CD45RO.

Metodologia
Se realiz6 un estudio transversal, observacional y experimental donde se reclutaron

a 3 pacientes con SpA gue cumplieron los criterios de clasificacion de ASAS (Anexo
4) (Rudwaleit, Landewé, et al., 2009) y que fueron atendidos en el Hospital General
de México (HGM).

Criterios De Inclusién:
1.Pacientes de ambos sexos mayores de 18 afos, de cualquier nacionalidad que

sean atendidos en el servicio de reumatologia del HMG.
2.Pacientes que cuenten con criterios para ser clasificados en axSpA o pSpA.

3. Pacientes con actividad de la enfermedad mayor a 2.1 de acuerdo con la escala
ASDAS.

4.Pacientes que acepten participar en el estudio mediante la firma de un formato de

consentimiento informado.

Criterios De Exclusion:
1. Pacientes con el diagnostico de cancer, enfermedades autoinmunes no

relacionadas con la SpA (Lupus, artritis reumatoide, tiroiditis autoinmune, sindrome

de Sjogren, miopatias inflamatorias, etc).

2. Pacientes que cuenten con el diagndéstico de alguna enfermedad inflamatoria

0 neoplasica activa durante los ultimos tres meses.
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3. Pacientes que reciban como parte de su tratamiento anticuerpos

monoclonales anti-IL-17 o inhibidores de la via JAK/STAT.

Tamaio de la muestra
El calculo del tamarfio de la muestra se determiné con la férmula de estimacién de

N*Za2+pxq
e2x(N—-1)+Z2xpxq

muestra por proporcion utilizando la expresion n =

-N (Tamafio de la poblacion) = poblacion mexicana 130,000,000

-Za (coeficiente del nivel de confianza) = 1.96, con un nivel de confianza del 95%
-p = 0.6, probabilidad de éxito, siguiendo la prevalencia de las SpA en México.
-q = 99.4, probabilidad de fracaso

-e = 0.05, error de estimacion maximo aceptado por el investigador

130000000%1.96%%0.006+0.994 _ 2996448 9.21

Por lo tanto, n = = =
0.052*(130000000—1)+1.962*0.006*0.994 325000.0204

De acuerdo con el resultado calculado, se sugiere una muestra minima de 10

pacientes.

Dada la complejidad del nimero de variables analizadas, se presentan resultados
del andlisis de tres muestras de pacientes, lo que proporciona resultados

preliminares que se continuaran en un trabajo de tesis de maestria en ciencias.

Evaluacion clinica
En la consulta médica se explico a los pacientes el objetivo del estudio, se les solicitd

la firma de un formato de consentimiento informado y se recopilaron las siguientes
variables clinicas (Anexo 1, 2 y 3): edad, sexo, comorbilidades, tratamiento de las
comorbilidades, diagnéstico, antecedentes relacionados con la enfermedad,
sintomas y signos actuales y pasados, criterios de ASAS (Anexo 4 ), cumplidos para
ser clasificado en axSpA o pSpA, tiempo de evolucién, edad al diagndstico,
tratamiento actual, escala BASDAI (Anexo 9), escala ASDAS (Anexo 5), grado de
sacroilitis en radiografia simple de acuerdo con los criterios de New York, la
presencia o ausencia de edema 6seo, sindesmofitos, puentes 6seos e inflamacion
en la resonancia magnética nuclear de articulaciones sacroiliacas o de pies entre

otras variables que permiten un mejor diagnostico.
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Posteriormente, se les tomd una muestra de sangre periférica. Las muestras de

estos pacientes fueron comparadas con muestras obtenidas de sujetos sanos.

Estas muestras fueron procesadas en el laboratorio para identificar la expresion de
citocinas de memoria inmune innata por parte de estas células mediante citometria
de flujo. Se medi6 la expresidon de moléculas relacionadas con la memoria
inmunoldgica innata como CD3, TCRyd, a4p7, CD27, CD45R0O, CD161, IL-17 e IL-
22 en células T yd usando el panel que se muestra a continuacion. El volumen de

cada anticuerpo fue calculado mediante la titulacion de cada uno de ellos.

FLUOROCROMO MARCADOR CLONA VOLUMEN FABRICANTE
FITC CD3 OKT3 1L BioLegend
BVv421 TCR yd Bl 5puL BioLegend

PE o437 DATKS32 2.5 uL BD Biosciences
PACIFIC BLUE CD27 M-T271 2.5 uL BioLegend
ALEXAFLUOR 700 | CD45RO UCHL1 2.5 uL BioLegend
BV711 CD161 DX12 2.5 uL BD Horizon
APC IL-17 BL168 2.5 uL BioLegend
PE/CY7 IL-22 2G12A41 2.5 uL BioLegend

Tabla 1. Panel de tincion por citometria de flujo.

Fluorocromo Marcador Clona Volumen Fabricante
FITC HLA-B27 HLA-ABC-M3 1 uL ThermoFisher

Tabla 2. Panel de tincion para identificacion de HLA-B27 positivo por

citometria de flujo.

Todos los resultados del perfil de citocinas y poblaciones celulares encontrados en
estos pacientes fueron correlacionados con el tiempo de evolucion y la actividad de

la enfermedad en cada paciente.

Procedimiento
Recopilados los datos clinicos, se solicitd a los pacientes la toma de una muestra

de sangre de 10 mL en tubos Vacutainer ® con heparina. Estas muestras fueron
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identificadas con una clave que permita mantener la privacidad de los pacientes, y

fue trasladada al laboratorio para su analisis.

Determinacién de la positividad para HLA-B27
Se usaron 100uL de sangre de los pacientes reclutados en un tubo para citometria

Se afiadio 1 pL del marcador para HLA-B27, se incubaron por 20 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad y se lisaron los eritrocitos con amortiguador
FACS Lysing®. Posteriormente se lavaron con regulador de tinciéon (PBS + 0.5%
BSA + 0.25% azida de sodio) y se re-suspendieron en 100uL de regulador de
tincion.

Estimulacién celular

Se colocaron 100uL de sangre en 4 tubos de poliestireno (figura 1), a) “AF”, refiere

a auto fluorescencia la cual no se tefiird con ningin marcador, pero seguira el
procedimiento de fijacion y permeabilizacién, b) “4 horas”, refiere una tincién
completa con los marcadores que se realiz0 en cuanto la muestra llegé al
laboratorio, c) “24 horas” refiere a una muestra control incubada 24 hrs/37 C° (a las
20 horas se les afadi6 Golgi stop para la determinacién de citocinas), d) “LPS”
refiere al cuarto tubo al cual se le afiadié 10 uL (10,000 ng) de LPS de Escherichia
coli (1 g/ yL) previamente preparado para activacion celular en cuanto la muestra

lleg6 al laboratorio (incubada 24 hrs/37 C° a las 20 horas se les afiadié Golgi stop).

Estimulacién celular y tincibn de muestra

a) AF Autofluorescencia

b) 4 horas (Tincion total teiiida a las 4 horas
después de la toma de muestra)

c) 24 horas (Tincion total teiiida a las 24 horas
después de la toma de muestra, incubada a
37°C)

d) LPS (Muestra activada con LPS a las 4 horas
después de la toma, se incubé 24 hrs a 37C°y
posteriormente se realizé tincion completa)

Figura 1. Procedimiento resumido de para posterior
analisis en citdmetro.

En adelante los cuatro tubos seguiran el mismo procedimiento.
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Tincidn superficial
Se colocaron 100uL de sangre en 4 tubos de poliestireno de acuerdo con la figura

y se incubaron por 15 minutos con los anticuerpos CD3, TCRyd, o437, CD27,
CD161 y CD45RO0O en la oscuridad, al término, se lisaron los eritrocitos y se fijo la
muestra usando el regulador FACS Lysing ®, posterior, se realizaron dos lavados
con regulador de tincion. Después se permeabilizaron con 2mL de regulador de
permeabilizacién (eBiosciences®) 1x y se centrifugaron a 500 xg por 5 minutos a

temperatura ambiente.

Tincion intracelular
Se agregaron 100 pl de regulador de permeabilizacion, y se realizé la tinciéon las

células con el anticuerpo IL-17, se incubaron 15 minutos en oscuridad, después se
afadieron 2 mL de regulador de permeabilizaciéon 1x, se centrifugaron 500 xg por 5
minutos a temperatura ambiente, finalmente, se re-suspendieron las células en 300
Ml de regulador de tincidn y se analizaron las poblaciones celulares en el citbmetro

de flujo.

Analisis de datos
Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 8. Se

determind la normalidad de los datos con la prueba de Shapiro-Wilks, los datos
normales se compararon mediante la prueba T de Student, los datos que no pasaron
la prueba de normalidad se compararon con los datos de la prueba de U de Mann-
Whitney para grupos pareados; posteriormente se utilizé la prueba ANOVA para el
andlisis de grupos no pareados para todos los marcadores. Se evaluaron las
frecuencias de células T gamma delta con un fenotipo de memoria inmune innata

en muestras de sangre total de los pacientes.

Aspectos de éticay bioseguridad
1. Este trabajo fue aprobado por el comité de ética y bioseguridad del Hospital

General de México con el nimero de registro DI1/17/404-A/05/040.

2. Se obtuvieron muestras biolégicas de aquellos pacientes que acudieron a

consulta médica del servicio de Reumatologia del Hospital General de México, que
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cumplieron con los criterios de inclusién y que, habiendo leido y firmado la carta de

consentimiento informado, aceptaron su participacion en el estudio.

La consulta médica, llenado de formatos de recoleccion de datos y toma de muestra

de sangre venosa se realizé en el consultorio 27 del servicio de reumatologia del
H.G.M. La muestra sanguinea se obtuvo mediante un sistema de recoleccion al
vacio con previa asepsia con etanol al 70% por el médico pasante de servicio social
Alan Mauricio Villasefior Garcia. Las muestras recolectadas se rotularon con las
iniciales del paciente, fecha y hora de obtencion de la muestra.

3.Los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos se depositaron en recipientes
rigidos de polipropileno rojos y se desecharon segun lo que indica la NOM-087-
ECOL.- SSA1-2000.

4.Las muestras obtenidas fueron rotuladas con las caracteristicas antes
mencionadas y se almacenaron en contenedores de plastico con hielo en un periodo
menor de 4 horas de la extraccion en un vehiculo particular, de acuerdo con lo
establecido en las normas oficiales mexicanas: NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y
NOM- 253-SSA1-2012. Finalmente, las muestras obtenidas con los cuidados antes
mencionados fueron transportadas en un contenedor con hielo al laboratorio 4/A4
de la FES lIztacala. Los responsables del envio de las muestras desde el H.G.M.
fueron el Dr. Julio César Casasola Vargas y el Dr. Rubén Burgos Vargas. Los
responsables del transporte de las muestras a la FES Iztacala y el almacenamiento
en el laboratorio 4/A4 fueron Héctor Adan Romero Garcia y José Pablo Romero

Lépez.

5.La prevencién de exposiciones al material biologico estuvieron en consideracion
el uso de guantes de latex, cubrebocas, bata de laboratorio y el manejo de residuos

con las caracteristicas antes mencionadas

Resultados

Datos demograficos y clinicos
Se realizo el reclutamiento de 3 pacientes que cumplieron con los criterios de

inclusion para SpA, los cuales fueron diagnosticados por el médico encargado en el
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consultorio de reumatologia del HGM, dentro de las variables demogréficas y
clinicas (tabla 3 y 4) se determind su diagnéstico positivo a SpA, con tiempo de
evolucion variable (7.6 + 8.7 afos), su positividad para el alelo HLA-B27, valores de
indicies para las SpA (ASDAS-PCR, BASFI, BASDAI y ASAS) (Tabla 3), asi como,
manifestaciones extracurriculares, numero de articulaciones afectadas, tratamiento
actual, donde los 3 pacientes estaban bajo un tratamiento en curso, tiempo de

evolucion y su clasificacion actual (axial o periférica) (Tabla 4)

Nombre Sexo Edad Comorbilidad Sintomas Diagnéstico HLA- ASDAS BASFI BASDAI
(afios) es actuales B27 -PCR
HBR F 63 Neumopatia Lumbalgia Espondilitis Positivo 3.6 6.5 5.2
intersticial/ anquilosante
Hipertensién con
arterial neumopatia
sistémica intersticial
PREM M 20 Negadas Artritis, Espondiloartriti  Positivo 3.9 9.7 8.9
entesitis, s axial y
dactilitis, periférica
limitacion
de la
movilidad
RYPS M 30 Negadas Lumbalgia Espondiloartriti  Positivo 1.3 1.2 N/A
s axial no
radiografica y
periférica
Resumen M:2  36.7+ - - - 100% 2.9 5.843.5 4.7+3.6
F:1 18.3 positivo +1.16
s
Tabla 3. Variables demograficas y clinicas de pacientes reclutados. M=
masculino, F= femenino, resumen mostrado en media + desviacion estandar
Nombre Manifestaciones # de Tratamiento Criterios Axial / Tiempo de
extraarticulares  articulaciones actual ASAS Periférica evolucion
afectadas (afios)
HBR Neumopatia 1 Sulfasalazina/ Positivos Axial 20 afios
intersticial indometacina para
modalidad
clinicay
de imagen
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PREM Ninguna 3 Sulfazalasina/  Positivos Axial y 2 afios

esteroide/ para periférica
infliximab modalidad
clinicay
de imagen
RYPS Ninguna 1 Sulfazalazina/  Positivos Axial y 1 afio
Esomeprazol/ para periférica
Malival modalidad
compuesto clinicay
de imagen
Resumen - 1.6 £0.9 - - Axial: 3 7687
Periférica: 3

Tabla 4. Informacion complementaria de las variables demograficas y
clinicas de pacientes reclutados

Estimulacion celular y algoritmo de analisis.

Para la estimulacion de un tubo experimental (tubo d, Figura 1) se estandarizé la
concentracion adecuada del uso del LPS de E. coli en muestras de sangre periférica
de pacientes reclutados, se probaron 4 concentraciones, 500 ng, 1000ng, 5000 ng,

10000 ng, siendo esta ultima la mejor para observar la expresion de IL-17.
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Figura 2. Determinacién de la concentracion para activacion celular con LPS en sangre
periférica de los pacientes reclutados. a) 500 ng/mL, b) 1000 ng/mL, ¢) 5000 ng/mL y d)
10000 ng/mL.

Usando controles de fluorescencia menos uno (FMO), se disefi0 la estrategia de
analisis por citometria de flujo para la sangre de los pacientes y controles (Figura
3).
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Figura 3. Estrategia de andlisis por citometria de flujo para la sangre de los pacientes y
controles. A través de un algoritmo supervisado, primero se realiz6 un gate de eventos
anicos (singuletes a través de una grafica mostrando FSC-H vs FSC-A (a). Luego, se
escogid a la poblaciéon de linfocitos de una grafica que compara SSC-A vs FSC-A (b).
Posteriormente se eligieron los eventos de linfocitos CD3+ (c), subsecuentemente a
eventos de células T yo+ (d). De cada una de las poblaciones CD3+ y&+ se determinaron
poblaciones con expresion mayor expresion del TCRyS T yd (™) y con menor expresion del
mismo T yd () (d), ademas de su positividad a la integrina a4B7 (i). En este sentido, se
analizaron las poblaciones T y0+CD27+ (e), T yd+ CD45RO+ (g), T yd+ CD161+ (f) y se
realizé un gate en las poblaciones positivas a la integrina a4B7. De las poblaciones de
células T yo+ totales, T yd+ ", T yd+ '™ T yd+ adB7+, T yd+CD27+, T yd+ CD45RO+, T
yo+ CD161+ se determinaron las poblaciones positivas a la IL-17 (h).

Analisis de muestras de sangre por citometria de flujo en pacientes y
controles

En el andlisis de sangre total de 3 pacientes con SpA pareados con 3 individuos

sanos con caracteristicas demograficas similares, se encontr6 aumento el
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porcentaje de células T y0 totales de los pacientes en los 3 tubos tenidos, con
significancia en el tubo con incubacion de 24 horas (P=0.0173) (Figura 4b). Debido
a su comportamiento distinto se dividieron las células T yd en mayor (") y menor
expresion () del TCRyS (Figura 4dy e), en los T yd " no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas a diferencia de las T yd '°¥ con significancia en el
tubo con incubacion de 24 horas (P=0.0228) (Figura 5e). Dentro de los valores de
las células T yo totales, "y '°" no se encontraron diferencias para la expresion de la

integrina a4f7 entre pacientes y controles (Figura 6).
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Figura 4. Porcentaje de células T yd totales de pacientes comparados con controles (sujetos
sanos). a) tubo tefiido a las 4 hrs después de la toma de muestra (tefiida el dia de obtencién
de la muestra), b) muestra incubada 24hrs/37°C, ¢) LPS (muestra activada con 10000 ng de
LPS por 24 hrs). d) y e) Dot plots representativos que muestran los gates del porcentaje total
de célulasT y®d totales d) pacientes y e) controles.
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Figura 5. Porcentaje de los subconjuntos de células T yd totales (T yd "'y T yd %) de
pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a) tubo tefiido a las 4 hrs después de
la toma de muestra (tefiida el dia de obtencién de la muestra) de las T yd ", b) muestra
incubada 24hrs/37°C, de las T yd ", ¢) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS por 24
hrs) de las T yd M. d) tubo tefiido a las 4 hrs después de la toma de muestra (tefiida el dia de
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obtencion de la muestra) de las T yd ', e) ctrl (muestra incubada 24hrs/37°C) de las T yd '*%,
f) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS por 24 hrs) de las T yd . g) y h) Dot plots
representativos que muestran los gates del porcentaje total de células T yd " g) pacientes y

h) controles.
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Figura 6. Porcentaje de las células T yd totales y sus subconjuntos T yd My T yd 'ow
positivas a la integrina o437 de pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a)
tubo tefido a las 4 hrs después de la toma de muestra (tefiida el dia de obtencion de la
muestra) de las T y0 totales a4B7+, b) muestra incubada 24hrs/37°C de las T yd totales
a4p37+, ¢) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) de las T y& totales a437+. d) tubo
tefiido a las 4 hrs después de la toma de muestra (tefiida el dia de obtencién de la muestra)
de las T yd " a4B7+, €) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T yd " a4B7+, f) LPS (muestra
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activada con 10000ngde LPS) de las T yd M a4B7+. g) tubo tefiido a las 4 hrs después de la
toma de muestra (tefiida el dia de obtencion de la muestra) de las T yd '° a4B7+, h) muestra
incubada 24hrs/37°C de las T yd '™V a4B7+, i) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS)
de las T yd '°" a4B7+.

En el analisis de las células T yd positivas a los marcadores CD27, CD161+ y
CD45RO0O+,y negativas a CD27, se observo una tendencia interesante en las T yd
CD27+ disminuidas en los pacientes a diferencia de los controles (P=0.0070) del
tubo tefiido a las 4 hrs después de la toma de muestra (Figura 7 a), en el caso de
las T y® CD27-, estdn aumentadas en los pacientes (P=0.0063) en el tubo tefiido a
las 4 hrs después de la toma de muestra (Figura 7f), siendo nulas las T yd CD27-
de los controles. Las células T yd CD161+, T yd CD45R0O+ no mostraron diferencias

significativas en los 3 tubos (Figura 8).

Ademas del analisis de frecuencia para las poblaciones totales, se obtuvo la
expresion de la integrina a4f7, observado a las T yd CD27+ a437+ disminuidas en
los pacientes a diferencia de los controles (P=0.0142) en el tubo tefiido a las 4 hrs
después de la toma de muestra (Figura 9 a), por otra parte las T yd CD27- o437+
estdn aumentadas en los pacientes (P=0.0187) en el tubo tefiido el mismo dia de la
toma de muestra (Figura 9f), Las células T yd CD161+ y T yd CD45RO+ no
mostraron diferencias significativas en los 3 tubos respecto a la expresion de la

integrina o437 (Figura 10).
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Figura 7. Porcentaje de las células T yd totales CD27+ positivas y CD27- negativas,
pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a) tubo tefiido a las 4 hrs después de
la toma de muestra (tefiida el dia de obtencion de la muestra) de las T yd CD27+, b) muestra
incubada 24hrs/37°C, de las T yd CD27+, c) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS)
T yd CD27+, d) y e) Dot plots representativos que muestran los gates del porcentaje total
de células T yd CD27+, d) pacientes y e) controles. f) tubo tefiido a las 4 hrs después de la
toma de muestra (tefiida el dia de obtencion de la muestra) de las T CD27-, g) muestra
incubada 24hrs/37°C, de las T CD27-, h) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) de

las T CD27-.1) yj) Dot plots representativos que muestran los gates del porcentaje total de
células T T CD27- i) pacientes y j) controles.
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Figura 8. Porcentaje de las células T yd totales CD45RO+ positivas y, T y0 totales CD161+
positivas de pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a) tubo tefido a las 4 hrs
después de la toma de muestra (tefiida el dia de obtencion de la muestra) de las T yd totales
CD45R0O+ b) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T yd totales CD45RO+, ¢) LPS (muestra
activada con 10000ng de LPS) T yd totales CD45RO+ ,d) tubo tefiido a las 4 hrs después
de latoma de muestra (tefiida el dia de obtencion de la muestra) de las CD161+, €) muestra
incubada 24hrs/37°C, de las CD161+, f) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS)

CD161+.
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Figura 9. Porcentaje de las células T yd totales CD27+ positivas y CD27- negativas, y a su
vez, positivas a la integrina a4p7+, pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a)
tubo tefiido a las 4 hrs después de la toma de muestra (tefiida el dia de obtencion de la
muestra) de las T yd CD27+ 0437+, b) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T yd CD27+
a4p7+, c) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) T yd CD27+ a4B7+, d) y e) Dot plots
representativos que muestran los gates del porcentaje total de células T yo CD27+ o437+,
d) pacientes y e) controles. f) tubo tefiido a las 4 hrs después de la toma de muestra (tefiida
el dia de obtencién de la muestra) de las T CD27- o437+, g) muestra incubada 24hrs/37°C,
de las T CD27- a437+, h) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) de las T CD27-
a4B7+.1)yj) Dot plots representativos que muestran los gates del porcentaje total de células
T CD27- 0437+ i) pacientes y j) controles.
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Figura 10. Porcentaje de las células T yd totales CD45RO+ positivas y, T yb totales CD161+
positivas, y a su vez, positivas a la integrina a437+, de pacientes comparados con controles
(sujetos sanos). a) tubo tefiido a las 4 hrs después de la toma de muestra (tefiida el dia de
obtencion de la muestra) de las T yd totales CD45RO+ 0437+, b) muestra incubada
24hrs/37°C, de las T yd totales CD45RO+ 0437+, c) LPS (muestra activada con 10000ng
de LPS) T yo totales CD45RO+ 0437+, d) tubo dia (tefida el dia de obtencién de la muestra)
de las CD161+ 0437+, e€) 24 horas (muestra incubada 24hrs/37°C) de las CD161+ o437+,
f) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) CD161+ a4p7+.

En el andlisis de la intensidad media de fluorescencia de CD27, CD45R0O y CD161
positivas en las poblaciones T yd a437+ y en las poblaciones a437- positivas, se
observo a la poblacion T yd CD27+ con una expresion significativa para la
integrina a4pB7 (P=0.0319) en el tubo con incubacion de 24 horas (Figura 11b). No

se encontraron diferencias significativas en la expresion de la a4B7+ y a437- para

las demas poblaciones positivas en ninguno de los 3 tubos (Figura 12).
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Figura 11. Intensidad media de fluorescencia de CD27+ en las células T yd a4B7+y T yd
a4p7- , en pacientes. a) tubo tefiido a las 4 hrs después de la toma de muestra (tefiida el
dia de obtencién de la muestra) de las T yd a4p7+ vs T yd a437- b) muestra incubada
24hrs/37°C, delas T yd CD27+ a4B7+ vs T yd a4B7- c) LPS (muestra activada con 10000ng
de LPS) T yd a4p7+ vs T yd a4f37-
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Figura 12. Intensidad media de fluorescencia de CD45R0O+ y CD161+ en las células T yd
ad4p7+y T yd a4B7- , en pacientes. a) ) tubo tefido a las 4 hrs después de la toma de
muestra (tefida el dia de obtencion de la muestra) de las T yd o437+ vs T yd a4B7-, b)
muestra incubada 24hrs/37°C, de las T yd a4B7+ vs Tyd a4B7-,, ¢) LPS (muestra activada
con 10000ng de LPS) T yd a4B7+ vs T yd a4B7- d) ) tubo tefiido a las 4 hrs después de la
toma de muestra (tefida el dia de obtencién de la muestra) de las T yd 0437+ vs T yd a4p7-
, €) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T yd a4B7+ vs T yd a4f37-, f) LPS (muestra
activada con 10000ng de LPS) de las T y® a4B7+ vs T yd a437-.

De las poblaciones de células T yd totales, Tyd ™, Tyd '°¥, y de las T yd a4B7+, T
yoCD27+, T yd CD27-, T yd CD161+, T yd CD45R0O+ se midié el porcentaje de
aquellas productoras de IL-17. Se observé una sobreproduccion de IL-17+ en las
células T yO totales de los pacientes (P=0.0205) en el tubo tefiido a las 4 hrs
después de la toma de muestra (Figura 13a), al igual, el subconjunto T yd " mostré
valores significativamente mayores en los pacientes (P=0.0338) en el tubo tefido a
las 4 hrs después de la toma de muestra (Figura 14 a). Ademas, para las células T
yd 0437+, se encontrd una sobreproduccién de IL-17+ en los pacientes (P=0.0128)
(Figura 15 a) a diferencia de las poblaciones T yd CD27+, T yd CD27-, T yd CD161+,
T yd CD45R0O+ donde los valores no fueron estadisticamente significativos (Figuras
16y 17).
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Figura 13. Porcentaje de células T yd totales productoras de IL-17+ de pacientes
comparados con controles (sujetos sanos). a) tubo tefiido a las 4 hrs después de la toma
de muestra (tefiida el dia de obtencion de la muestra), b) muestra incubada 24hrs/37°C, c)
LPS (muestra activada con 10000 ng de LPS). d) y e) Dot plots representativos que

muestran los gates del porcentaje total de células T yd totales productoras de IL-17+ d)
pacientes y e) controles.
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Figura 14. Porcentaje de los subconjuntos de células T yd totales (T yd "y T yd 'oW)
productoras de IL-17+ de pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a) tubo
tefiido a las 4 hrs después de la toma de muestra (tefiida el dia de obtencién de la muestra)
de las T yd " IL-17+, b) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T yd " IL-17+, ¢) LPS (muestra
activada con 10000ngde LPS) de las T yd " IL-17+. d) y e) Dot plots representativos que
muestran los gates del porcentaje total de células T yd hi IL-17+ d) pacientes y e) controles.
f) tubo tefido a las 4 hrs después de la toma de muestra (tefiida el dia de obtencion de la
muestra) de las T yd °VIL-17+, g) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T yd '™V IL-17+, h)
LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) de las T yd ™" IL-17+.
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Figura 15. Porcentaje de células T yd totales, y a su vez, positivas a la integrina a4p7+
productoras de IL-17+, de pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a) ) tubo
tefiido a las 4 hrs después de la toma de muestra (tefiida el dia de obtencién de la muestra),
b) muestra incubada 24hrs/37°C, ¢) LPS (muestra activada con 10000 ng de LPS). d) y e)
Dot plots representativos que muestran los gates del porcentaje total de células T yd totales
a437+ productoras de IL-17+ d) pacientes y e) controles.
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Figura 16. Porcentaje de las células T yd totales CD27+ positivas y CD27- negativas
productoras de IL-17+, pacientes comparados con controles (sujetos sanos). a) tubo tefido
a las 4 hrs después de la toma de muestra (tefiida el dia de obtencién de la muestra) de las
T yd CD27+ IL-17+, b) muestra incubada 24hrs/37°C) de las T yd CD27+ IL-17+, c) LPS
(muestra activada con 10000ng de LPS) T yd CD27+ IL-17+. d) tubo tefido a las 4 hrs
después de la toma de muestra (tefiida el dia de obtencion de la muestra) de las T CD27-

IL-17+, e) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T CD27- IL-17+, f) LPS (muestra activada
con 10000ng de LPS) de las T CD27- IL-17+.
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Figura 17. Porcentaje de las células T yd totales CD45RO+ positivas y, T yo totales CD161+
positivas, productoras de IL-17+ de pacientes comparados con controles (sujetos sanos).
a) ) tubo tefido a las 4 hrs después de la toma de muestra (tefiida el dia de obtencién de la
muestra) de las T y0 totales CD45R0O+ IL-17+ b) muestra incubada 24hrs/37°C, de las T
yo totales CD45R0O+ IL-17+, c¢) LPS (muestra activada con 10000ng de LPS) T yo totales
CD45RO+ IL-17+ ,d) ) tubo tefido a las 4 hrs después de la toma de muestra (tefiida el dia
de obtencion de la muestra) de las CD161+ IL-17+, €) muestra incubada 24hrs/37°C, de las
CD161+ IL-17+, f) LPS ( muestra activada con 10000ng de LPS) CD161+ IL-17+.
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Discusion

En este trabajo se analizaron muestras de pacientes con SpA por medio de
citometria espectral de poblaciones de células T yd y su caracterizacion a través de
marcadores de memoria inmune innata como CD27, CD45R0O y CD161. Asi mismo
se buscé la presencia de la integrina a47 en las poblaciones de células T yd, ya
que se ha descrito como un receptor de activacion intestinal (Keir et al., 2021;
Romero-Lopez et al., 2020) , y su relacién con las poblaciones de células T yd que

muestran caracteristicas con la memoria inmune innata.

En los resultados, se encontrd que los porcentajes de células T yd totales en sangre
periférica de los pacientes se encuentran aumentados (P=0.0173) (Figura 4b.),
similar a lo reportado para una cohorte de pacientes que presentaban artritis juvenil
relacionada con entesitis (Gaur et al., 2015), lo que puede indicar un posible
incremento de las células T y® en sangre periférica de sujetos que atraviesan una
respuesta inmunoldgica sistémica activa, en este caso, condiciones inflamatorias

caracteristicas de los pacientes con SpA vy artritis juvenil relacionada con entesitis.

Ademas, se identificé al subconjunto de las células T yd de menor expresion “oW”
aumentado en los pacientes (P=0.0228) (Figura 5b.), respecto a los controles,
donde el comportamiento de esta poblacion no ha sido claro en enfermedades

inflamatorias.

Los porcentajes de células T yd totales y sus subconjuntos de mayor y menor
expresion, "y ¥ regpectivamente, positivos a la integrina a4B7 de los pacientes, no
presentaron diferencias significativas en ninguno de los tubos tefidos, sin embargo,
estan presentes, a diferencia de los controles donde sus porcentajes son cercanos
al 0%. Esto concuerda con multiples investigaciones en SpA que reportan que las
células T yd pueden ser reconocidas como una poblacion disponible que migra a
sitios de inflamacién, y asi ser identificada con el receptor para la integrina o437
(Dieli et al., 2003a; Romero-L6pez et al., 2020) .

Se observa que la poblacién de células T yd totales positivos a CD27 esta
disminuida en los pacientes, a diferencia de los controles donde se encontro

significativa (P=0.0070) (Figura 7a.), y esto concuerda con datos obtenidos en
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estudios donde identifican células T yd virgenes de pacientes sanos, a través del
correceptor CD27+ (deBarros et al.,, 2011), contrario a esto, se observaron
aumentadas las células T yd totales negativas a CD27 (P=0.0063) (Figura 7f.), lo
que sugiere una inclinacién hacia el fenotipo CD27- en los pacientes con SpA, las
cuales se han conocido como células T yd de memoria efectora (Dieli et al., 2003b).
Por otra parte, la poblacion de células T yd totales positivas a CD45RO y T y& totales

positivos a CD161 no se observaron diferencias significativas (Figura 8).

En este sentido se midi6 el porcentaje de los T yd totales positivos a CD27,
CD45R0O, CD161 y T yd negativos a CD27, con relacién a su positividad a la
integrina o437, observando una disminucién de las células T yo totales positivos a
CD27 y positivos a a4B7 en los pacientes a diferencia de los controles (P=0.0142)
(Figura 9a.), contrario a esto, se observa un incremento de las células T y0 totales
negativas a CD27 y positivas a a437 (P=0.0187) (Figura 9f.) en pacientes. Como se
ha observado que el fenotipo CD27- esta relacionado con la produccion de IL-17,
con estos resultados se sugiere que las células T yd a4p7+ pueden ser activadas
en organos linfoides asociados al intestino y encontrarse en circulacién dirigidos a
zonas de inflamacion, en este caso, al intestino o articulacion, y asi cumplir su
funcién efectora particular de las SpA (Chowdhury et al., 2017; Kessel et al., 2017).
Como se ha demostrado, que el ligando principal de la integrina 0437 , MAACAM1,
esta sobre expresado en el intestino y la médula 6sea inflamada de pacientes con
SpA(Ciccia et al., 2015), y se ha reconocido con el eje intestino-articulacién su
capacidad de recircular desde el intestino hasta sitios de inflamacién, a través de
células con capacidad productora de IL-17 e IL-22, como las células T yd. En este
sentido, se ha identificado un aumento de esta poblacion (T yd) con
sobreproduccion de IL-17 en sangre y liquido sinovial de pacientes con SpA
(Chowdhury et al., 2017; Kessel et al., 2017; Romero-Lopez et al., 2020).
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En relacion con las células T yd totales a4pB7 positivas a CD45R0O y a CD161 no
mostraron diferencias significativas en ninguno de los 3 tubos tefiidos (Figura 10),
aun no se ha descrito con claridad el papel de estos marcadores y su relacién con

la integrina a437.

Respecto a los resultados de intensidad media de fluorescencia (IMF) para la
expresion de CD27, CD161 y CD45RO para las células T yd a4p37+y T yd a4B7-
de sangre total de pacientes, se observd a la poblacion T yd a437+ con una
expresion significativa para CD27 (P=0.0319) (Figura 11b). No se encontraron
diferencias significativas en la expresion de CD45RO y CD161 en las demas

poblaciones T y® a4p7+ nienlas T yd a4B7-, en ninguno de los 3 tubos (Figura 12).

Finalmente, en los resultados observados en el analisis de la poblacion de células
T yd totales, Tyd M, T yd '™ T yd ad4p7+, T yd CD27-, T yd CD27+, T yd CD45RO0,
T yd CD161+ y su produccién de la citocina IL-17, se observo un incremento en las
células T y0 totales productoras de IL-17 en los pacientes (P=0.0205) (Figura 13 a),
debido a que estd poblacion celular se ha observado que es un productor
importante de IL-17 en el intestino y tejidos periféricos, puede conducir a un
desequilibrio de la IL-17 caracteristico en SpA (Berlinberg & Kuhn, 2020). Del
mismo modo, el subconjunto de células T yd " se encontrd incrementado en los
pacientes (P=0.0338) (Figura 14 a) contrariamente a las células T yd '°%, estos
subconjuntos no han sido estudiados ampliamente, pero se ha visto que se
comportan de manera distinta al expresar distintos marcadores de superficie en

enfermedades inflamatorias como las SpA (Odaira et al., 2016).

De las poblaciones positivas T yd a437+, T yd CD27+, T yd CD45RO, T yd CD161+
y negativas T yd CD27-, productoras de la citocina IL-17, solo se observaron
diferencias significativas en la poblacién T yd positivas a la integrina o437
(P=0.0128) (Figura 15 a), y gracias esto podemos reforzar la relacion que se tiene
entre la poblacion de células T yd a4p7+ productoras de IL-17 en la patogénesis de
las SpA(Del Vescovo et al.,, 2023). Nos permite conocer y proporcionar otro
antecedente mas a las pruebas acerca de que las células T yd o437+ productoras

de IL-17 pueden estar directamente involucradas en la inflamacion en las SpA.
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La expresién de CD27 se ha utilizado en multiples estudios para caracterizar células
T y® productoras de INF-y (CD27+) o IL-17 (CD27-), asi como su capacidad de
proliferar en tejidos inflamados (CD27-)(Ribot et al., 2009), por lo que este marcador
es de suma importancia en la identificacion de la produccion de IL-17 en pacientes

con SpA.

Por otra parte, con observaciones sobre las isoformas del marcador CD45 se ha
identificado a CD45R0O como la isoforma de memoria, impulsada por estimulacion
antigénica y existen pocos estudios donde se implican a las células T yd, (Comeau
et al., 2020; Odaira et al., 2016), estos antecedentes son importantes para conocer
concretamente el papel de las células T yd en la destruccion de células que han
sido infectadas por virus y contra infecciones bacterianas (Bernal-Alferes et al.,
2023) mediando respuestas inmunitarias a través de la produccion de IL-17 A,
citocina fuertemente implicada en la patogénesis de las SpA.

Ademas, la expresion de CD161 identificada en la poblaciéon T yd productoras de
IL-17, se puede asociar con la sobreexpresion que tiene este marcador en células
NK, T yd, y células MAIT (Karunathilaka et al., 2022). En este sentido, CD161 se ha
asociado fuertemente con las células T yd y su aumento en la produccion de IL-17
(Fergusson et al., 2014; Maggi et al., 2010).

Con estudios donde observan estos marcadores en diversas enfermedades
inflamatorias se ha definido al fenotipo CD27- CD45R0O- como caracteristico de
memoria efectora en células T yd (Odaira et al., 2016), lo que nos puede a reafirmar
la idea de su reactivacion secundaria, la cual no se ha consolidado completamente.
Asimismo, CD161 se ha establecido como un marcador de células innatas con una
capacidad efectora mejorada para responder a un segundo estimulo (Karunathilaka
et al., 2022).

Aln no se ha consolidado el estudio en humanos sobre la posibilidad de que las
células T yd puedan responder a un evento secundario, sin embargo, se han
realizado este tipo estudios, se puede tener mas acercamientos al hecho de que las
células T yd tengan memoria y puedan contribuir en respuestas primarias y de

reactivacion ante infecciones bacterianas.
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Conclusiones
e Existe una mayor frecuencia de células Tyd en pacientes con SpA a diferencia

de los controles.

e Las células Tyd de los pacientes con SpA son en su mayoria negativas al
marcador CD27.

e Las células Tyd CD27- son mayormente positivas a la integrina a4p7.

e La frecuencia de células Tyé totales productoras de IL-17 es mayor en

pacientes con SpA a diferencia de los controles sanos.

Perspectivas
El incremento de muestras de pacientes con SpA nos permitiria realizar un

seguimiento de las células Tyd en las SpA, y asi identificar con claridad su expresion

de distintos marcadores de memoria.
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HOSPITAL
GENERAL
de MEXICO

[

ECLARDO LICEMAGA

Formulario para la recoleccion de datos en pacientes con Espondiloartritis axial

Anexo 1.

y periférica

Datos demograficos y clinicos recogidos por el investigador

Fecha de la visita de escrutinio:

Fecha de toma de muestra:

[a]i] L BB

Imiciales del paciente (apellidos, nombre(s)) v
namero de paciente progresivo (01, 02...):

[ ! ! I { ] (Ejemplo: AMGO1)

AFEL OGS y NOMVERE @ DE PREIENTE

MNumero de expedients

Fecha de nacimiento _ |/
Edad: __ afios

Sexo: Masculine / Femenino

Estado de procedencia:

Ocupacidn:

Teléfono:

Correo Electranico:

Escolanidad:
Estado Civil:

Grupo étnico: Mestizo f Caucasico / Negro /

Indigena / Desconoce

Actividad Fisica: Si/ No

Actividad fisica realizada:

Tiempo destinado a la actividad fisica:

anos)

Tipo: Alto impacto / Bajo impacto

(Dias, semanas, meses o

Tratamiento actual del paciente: 51 / Mo

AINE SifNo
Sulfazalasina Si/ No

Anfimalaricos Si/ No
Anti TNF Si/ No

Anti IL-17 Si/ Mo
Esteroides Sil/ Mo
Metrotexato Si/ No

ROLUAAT O DG A Pr. Aalimis 148
s byrdad yak v

finicn, OF 0726

T od
{ b e Colania Dacirn Caa =57 053] ZTH 2000
ik F-
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HOSPITAL
GENERAL
de MEXICO

DR EDUARDD LICEAGA

Antecedentes relacionados con |z enfermedad

Antecedentes familiares de primer grado Antecedentes familiares de segundo grado
No No
Desconoce Desconoce
Artritis Psoriasica Artritis Psoriasica
Artritis Reactiva Artritis Reactiva
Espondiloartritis Anguilosante Ezpondiloartritis Anguilosante
Espondiloartritis Juvenil Espondiloartritis Juvenil
Espondiloartritis Axial Espondiloartritis Axial
Espondiloartritis Periférica Ezpondiloartritis Periférica
Uveitis Uweitis
CUCI Cucl
Crohn Crohn
Lumbalgia Inflamatoria Cronica Lumbalgia Inflamatoria Cronica
Factor Reumnatoide positivo Factor Reumatoide positivo
HLA-B27 positivo HLA-B27 positivo
Otro: Otra:
Alcoholisma Tabaguismo Otros
Mo. de copas por mes: Mao. de cigarros por mes: ___ Especifigue tipo de droga:
Afios de consumo: Afios de consuma: ___ Cuanto Cconsume por mes:
Megado Megado Afos de consumao:
Megado
Obesidad S f No Anhos de evolucion: _____ Controlada f Descontrelada
Diabetes 5i f No Anfos de evolucion: ____ Controlada f Descontrolada
Hipertension 5i f No Anfos de evolucion: ____ Controlada f Descontrolada
Cancer 5i f No Anfos de evolucion: ____ Controlada f Descontrolada
Osteoporosis 5i f No Anos de evolucion: Controlada f Descontrolada
Cardiopatias S5i / Ne Anos de evolucion: Controlada f Descontrolada
Otra: Anhos de evolucion: _____ Controlada f Descontrelada
Antecedentes de traumatismos 5i f No Tipo: Tratamiento:
Antecedentes quirdrgicos S f No Tipo:
Antecedentes de alergiaz S f No Tipo:
Utilizacion de esteroides S f No Tipo:
Enfermedades
¢ Cual es la enfermedad que describe a su paciente? (Es posible marcar mas de una opcion)
Arinitis Psonasica Espondiloartritis Periferica
Artntis Reacfiva Uveitis
Espondiloartritis Anguilosante CUCI / Crohn
Espondiloartritis Juvenil Otra:
Fécha de diagnostico:
| = iy gars e
k J
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DR EDUARDO LICEAGA

SINToMas Yy SgNCs actuales o pasados

Sintomas y Signos

Sintomas 23 meses de duracion SifNo

Lumbalgia a1 No

Edad al inicio <45 afios Si/No

Aurtritis Actual / Pasado / Munca
Entesitis Actual / Pasado f Munca
Dactilitis Actual / Pasado f Munca
Tarsitis Actual ! Pasado f Munca
Uveitis anterior Actual / Pasado f Munca
Crohn o CUCI Actual / Pasado f Munca
FPsoriasis Actual / Pasado f Munca

Hallazgos por radiografia
Sacroilitis (al menos grado || bilateral o grado [l unilateral | Si:
Evidencia radiologica de formacion 0sea en margenes de | Si
la arficulacion

Escala Sﬁ-TRI

(especifique) / Mo
(especifique) / Mo

Edema oseo en secuencia STIR St (especifique) / Mo

Inflamacion en vainas tendinosas Sl (especifique) / Mo

Sefales de hiperintensidad en articulaciones Si: (especifique) / No

Sacroilitis Sif Mo

Entesitis Sif Mo

Dacfilitis Sif Mo

Tarsitis Sif Mo

HLA-BZT positivo a1 No

Factor reumatoide SifNo

PCR por encima del limite normal Si {cuantificacion
v fecha) / Mo

VSG Si: {cuantificacion
y fecha) / No

oy o N D Lo

O
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Criterics de ASAS para Espondiloartritis Axdal

Modalidad de imagen: Modalidad clinica:

# Sacroiliitis radicgrafica: HLA-BZT positivo: IE E

22 bilateral: [5i] Grades: Lado der__Lado izg___

[

23 unilateral: [Si] Grados: Lado der Ladoizg

Mo

& Sacroilitisiedema osec en la E
secuencia STIR de la RM:

Lista ( 1 de los siguientes) Lista (= 2 de los siguientes)
Daolor dorsclumbar inflamatonio Si = Dilor dorsolumbar inflamatonic Si | Mo
Ariritis Si Mo Ariritis Si | Mo
Entesitis (talon) Si Mo Entesitis (talon) Si | Mo
Lhreitis Si | Mo Uveitis Si | Mo
Dactilitis Si Mo Diactilitis Si | Mo
Psoriasis Si Mo Psonasis Si | Mo
Enf Crohn'slcolitis ulcerosa Si = Enf Crohn’s/colitis ulcerosa Si | Mo
Buena respuesta a AINE Si Mo Buena respuesta a AINE Si | Mo
Historia familiar de SpA Si Mo Historia familiar de SpA Si | Mo
HLA-B27 Si Mo HLA-B27 Si | Mo
Elevacion de PCR Si | Mo Elevacion de PCR Si | Mo
L.
Ly 4 s L L
8 Cndepcsie st Exi T3
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Anexo 5.
ndice de |z actividad de la enfermedad ASDAS-PCR
Dolor lumbar (0-10) Dolor / tumefaccion periférica (0-10)
Duracion de la rigidez matutina (0-10) Proteina C reactiva (mg/l)

Evaluacion global del paciente (0-10)

Puor favaor, ponga una cruz en el nimero que mejor represente el nivel con el gque usted se sienta mayommente
identificado, durante la semana pasada

1. Guanto dolor ha tenida en la zona lumbar?
I I I I I I B R S R

Ausente Pelury intenso

2., Cuanto le dura la rigidez matutina?
I N I I I I I O I

Poco tiempo Mucho tiempo

1. s Cudl ez I3 evaluacion gliobal del paciente de la actividad de la enfarmedad ?
BN N A A R
Grave

Lewe

4., Cudnto dolor o tumefaccion suele lener en sitias periféricos?
I I I O I I I O

Poco Mucho

4. Gué cantidzd de Proteina C reactiva presenta el paciente en zangre perifénica ?
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vianifestaciones articulares y extra-articulares

Manifestaciones extra-articulares

Especificacion

Tratamiento

Uyeitis

£ Ha presentado episodio de uveitis? Si/ No
i Fue diagnosticado por el oftalmdlogo? Si/ Mo
iEnquéfecha? 1

iLe dieron tratamiento? Si f Mo

-AIME sistémico:

-Gotas oftalmicas de AINE:
Gotas oftalmicas de
corticoesteroide:
Glucocorticoides sistémicos:

-Farme clasico:
-Farme bioldgico:
-Oitror;
Psoriasis i Ha presentado episodio de psoriasis? Si/ Mo -Aplicacion local de
& Fue diagnosticado por el dermatalogo? Si/ Mo coricoesteroides;
iEnquéfecha? _ _/_ [ _ -Terapia PUWA:
& Le dieron tratamiento? Si f Mo Farme clasico:
-Farme bioldgico:
-Otra:
Enfermedad iHa presentado episodio de ENI? Sif No -Esterpides via rectal:
Inflamatoria & Fue diagnosticado por colonoscopia? Sif Mo -Compuestos 5-ASA:
Intestinal (Ell) iEnquéfecha? _ _/_ -Corticoesteroides orales:

iLe dieron tratamiento? Si/ No

-Farme clasico:
-Farme bioldgico:
-Oiro;

Manifestaciones articulares

Hombros iHa presentado compromiso articular de hombros? | -AIME sistemico:
Si/Mo -Farme clasico:
Bilateral / Unilateral -Farme bioldgico:
iEnquéfecha? /[ i

Cadera iHa presentado compromiso de |a articulacion de -AIME sistemico:
cadera? Si/ Mo -Farme clasico:;
Bilateral / Unilateral -Farme bioldgico:
iEnquéfecha? | f -Oitrar:

Artritis & Ha presentado algin episodio de artritis? Si/ Mo -AIME sistémico:
& En qué region{es) del cuerpo? -Farme clasico:
& Fue identificada por el reumatologo? Sif Mo -Farme bioldgico:
£ Como suele presentarse? -Orror;

Transitorio / Continuo [/ Intermitente
1 iy .rr/‘ f:lj'::ﬁfi:..,, -””:r-llu |1:....n.hI L
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Conteo articular de los miembros inferiores
Derecha lzquierda
Articulacion Diisminucicn Disminucicn
Dolor | Inflamacion de la Dolor | Inflamacion dela
movilidad movilidad
Coxofemoral Si | No s Si Mo Si| Mo | ———— Si Mo
Rodilla Si| Mo Si Mo ] Mo Si| Mo | 5i Mo Si Mo
Tobille 5i| Mo Si Mo Si Mo Si| Mo | 5i Mo Si Mo
Tarso 5i| Mo Si Mo Si Mo Si| Mo | Si Mo Si Mo
MTF1 5i| Mo Si Mo Si Mo Si| Mo | 5i Mo Si Mo
MTF2 5i| Mo Si Mo Si Mo Si| Mo | 5i Mo Si Mo
MTF2 5i| Mo Si Mo Si Mo Si| Mo | 5i Mo Si Mo
MTF4 5i| Mo Si Mo Si Mo Si| Mo | 5i Mo Si Mo
MTFE Si| Mo Si Mo ] Mo Si| Mo | 5i Mo Si Mo
Sacroiliaca Si| Mo Si | No
/’ pr——_ >
~—
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Anexo 8.
IMDICE FUNCIOMAL BASFI
Por favor ponga una cruz en & nimero gue mejor represente el nivel de habilidad que tuvo usted en cada una
de las siguientes actividades, durante la semana pasada

1. Ponerze laz mediaz o los caleetines sin ayuda ni aparatos (gl un gancho para kos calcefines
|G|1|2|3|4|5|E|?|B|‘3|1¢|

facil imposible

2. Inclinarse hacia delantfe, doblande la cintura, para recoger una pluma del piso, 2in ayuda de un aparato

N

fadil imposible

H

s|?|a|5|1-:-|

3. Alcanzar algo que 22 encuentra en una repizs (esftanfe) alfa ain ayuda o aparatos (gl wn jaladon

I I I N S B A S

facil innposible

4. Levaniarse de una sila gue no tenga apoys-brazas, siv usar sus manos Af ninguna ofra ayuds

N S I A

facil imposible

&

5|1.:.|

5. Levaniarse del pizo ain aywda, esfando acosfado en el suslo boca armba

I N N R

facil imposible

E. Eztar parado sin apoyo por 10 minutos, sin molesfias

r|.'.'l|1|2|:~I|-'I-|5|E|.‘-‘|B|*El.|'ll:.|
facil imposible

7. Subir de 12 3 15 escalones sin wear e pasamanas ni una andadera, sublendo ks escalones de upo en uno

S I G G I I I N R

fail imposible

8. Mirar por encima del hombwo 2in giar sw cuepoe

S G N I O I I

facil imposiblE

9. Hacer actividades que neceziten un gran ezfuerzo fizico (porefempic efercicios de fzicferapia, jardineria y deportes)

N N B
facil imposible

10. Hacer actividades que duren fods &f dia, sea en casa o en &f irabajo

|n|1|2|3|4|5|5|?|n|5|m
facil imposible
— _ Paciente][ ! i I i 1
REUSATOL CoGs, 1
L -.,f/’ s g < APELLIDES § WOMERE  # DE PACIENTE
L
'h.F"'
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SALUD.

Anexo 9.
INDICE DE ACTIVIDAD (BASDAI)
Por favor margue con una cruz en cada una de las escalas de abajo, para indicar las respuestas relacionadas a como se
sintio usted la semana pasada.

1. ¢ Como describiria el grado de cansancio o fatiga gque ha tenido?

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Nada muy intenso
2. ;/Qué tanto dolor ha tenido por su enfermedad en el cuello, la espalda o s cadera?

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Nada muy intenso
3. ;Qué tanto dolor o inflamacion ha tenido en atras articulaciones. diferentes al cuello, la espalda o la cadera?

0 1 2 3 4 5 6 7 8 ] 10

Nadsa muy intenso
4. ;Qué tanto malestar ha tenido en sitios que duelen al tocar o al presionar?
[l % ] 2 ] &[] & [ o[

Nada muy intense

5. ;Qué tanta rigidez ha tenido en la mafiana desde el momento que se despierta?
0 1 2 3 4 5 6 7 8 E] 10

Nada muy intense
6 ;Cuanto le dura eza ngidez?
0 1 2 3 4 5 5] 7 8 ] 10

0 horas 1 hora 2 horas o mas

Moxe, DF 076
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Columna cervical

Flexion

Extansion

Rotacion

Distancia occipucio-
pared

Distancia trago-pared

Columna dorsolumbar

Flexion anferior

Shiaber modificado

Distancia dedo-piso

Flexion lateral

Expansion foracica

Cadera

Distancia infermalec/ar

Rotacion inferna de
cadera

REURATEL CoSls
ww b cahos! gk
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x

articulaciones afectadas

=
e

squema del numero ¢

Q

<L
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