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Resumen
Introduccion: Se denomina como espondiloartritis (SpA) a un grupo de

enfermedades reumaticas, auto inflamatorias y cronicas de origen desconocido que
afectan a 0.6% de la poblacién mexicana, el proceso inflamatorio se localiza en las
entesis y la membrana sinovial de las articulaciones, los pacientes que padecen
estas enfermedades desarrollan puentes 0seos. A diferencia de la SpA de inicio
adulto, los pacientes que presentan sintomas antes de los 16 afios (SpA juvenil o
JoSpA) rara vez muestran afeccion axial y presentan formas mas graves de la
enfermedad. Tomando en cuenta que la SpA de inicio juvenil podria estar
relacionada con los factores de crecimiento 6seo asociados a la infancia y
adolescencia, resulta interesante evaluar el papel del factor de crecimiento similar
a la insulina tipo 1 (IGF-1) en la respuesta inflamatoria caracteristica de la
enfermedad. La sefializacion del receptor para IGF-1 (IGFR-1) contribuye a la
inflamacion dependiente de células T en otros tipos de artritis inflamatoria, es capaz
de favorecer un cambio fenotipico en las células T hacia un perfil Thl7 (con
inhibicion del perfil anti-inflamatorio de células Treg).

Factores de crecimiento como IGF-1 e IGFR-1 pueden estar relacionados con la
inflamacion y osteoproliferacion caracteristicas de la SpA.

Métodos: Se realiz6 un estudio usando muestras de pacientes con espondiloartritis,
para ello, se incluyeron a 9 pacientes con SpA clasificados de acuerdo con los
criterios de ASAS que fueran atendidos en el Hospital General de México. Se
registraron las variables clinicas de edad, tiempo de evolucion, ASDAS, PCR, VSG
y BASDAI y se tomaron muestras sanguineas de 10 mL. Mediante citometria de
flujo espectral de sangre total, se analizaron las frecuencias de granulocitos,
linfocitos totales, linfocitos NK, NKT, Tyd, linfocitos T CD4+ y CD8+, ademas, se
midié la expresion de IGFR-1 en las poblaciones de estudio y la frecuencia de
células IGFR-1+. Estos valores fueron comparados con muestras de sujetos sanos
y correlacionados con las variables clinicas descritas.

Resultados: Encontramos diferencia significativa en la expresion de IGFR-1 en los
linfocitos T CD4+ de pacientes y controles (p= 0.0391), ademas, un aumento
significativo del porcentaje de células T positivas a IGFR-1 (p=0.0413).
Encontramos correlacion negativa del tiempo de evolucion con la expresion de
IGFR-1 en linfocitos totales.

Conclusiones: La alta expresion de IGFR-1 en linfocitos CD4+ y la alta frecuencia
de linfocitos totales positivos a IGFR-1 indica una alteracion de esta via en los
pacientes, lo que se podria relacionar con un papel de IGFR-1 en la inflamacién
mediada por células T.



Abstract
Introduction: Spondyloarthritis (SpA) is a group of rheumatic, auto-inflammatory

and chronic diseases of unknown origin that affect 0.6% of the Mexican population,
in which the inflammatory process is located in the entheses and the synovial
membrane of the joints, where patients who suffer from it develop bone bridges. In
contrast to adult-onset spondyloarthritis (SpA), patients who (juvenile SpA or JOSpA)
rarely show axial involvement and present with more severe forms of the disease.
Considering that juvenile-onset SpA could be related to bone growth factors
associated with childhood and adolescence, it is interesting to assess the role of
insulin-like growth factor type 1 (IGF-1) in the inflammatory response of SpA. The
IGF-1 receptor (IGFR-1) signaling contributes to the T-cell-dependent inflammation
in other types of inflammatory arthritis, it is capable of promoting a phenotypic shift
in T cells towards a Th17 profile (with inhibition of the anti-inflammatory profile of
Treg cells).

Growth factors such as IGF-1 and IGFR-1 may be related to inflammation and
osteoproliferation characteristic of SpA.

Methods: Nine patients with SpA classified according to ASAS criteria and attended
at the General Hospital of Mexico were included. The clinical variables of age,
evolution time, ASDAS, CRP, ESR and BASDAI were registered and 10 mL blood
samples were taken. Using whole blood spectral flow cytometry, the frequencies of
granulocytes, total lymphocytes, NK, NKT, Tyé lymphocytes, CD4+ and CD8+ T
lymphocytes were analyzed, in addition, the expression of IGFR-1 in the studied
populations and the frequency of IGFR-1+ cells were measured. These values were
compared with samples from healthy subjects and correlated with the clinical
variables described.

Results: We found a significant difference in IGFR-1 expression in CD4+ T
lymphocytes of patients and controls (p= 0.0391), as well as, a significant increase
in the percentage of total IGFR-1 positive lymphocytes (p=0.0413). We found a
negative correlation of evolution time with IGFR-1 expression in total lymphocytes.

Conclusions: The high expression of IGFR-1 in CD4+ lymphocytes and the high
frequency of IGFR-1-positive total lymphocytes indicates an alteration of this
pathway in patients, which could be related to a role of IGFR-1 in T-cell-mediated
inflammation.



Introduccion

Espondiloartritis
Se denomina como espondiloartritis (SpA) a un grupo de enfermedades reumaticas,

autoinflamatorias y crénicas de origen desconocido que afectan al 0.6% de la
poblacion mexicana (Pelaez-Ballestas et al., 2013), en las cuales el proceso
inflamatorio se localiza en las entesis (sitio de union de un tenddn, ligamento o fascia
muscular a la superficie del hueso) y las articulaciones (Ball, 1971). Actualmente la
clasificacion de las SpA las divide en 2 grupos, la espondiloartritis axial (axSpA) y
periférica (pSpA) (Rudwaleit, Landewé, et al., 2009; Rudwaleit, Van Der Heijde, et
al., 2009), dentro de esta clasificacién se incluye a la artritis psoriasica, artritis
relacionada con enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reactiva, entesitis
relacionada a artritis y la espondilitis anquilosante (EA). La forma mas grave es la
EA que se caracteriza por inflamacion y anquilosis articular (disminucion o
imposibilidad de movimiento en una articulacion). En la clasificacion de la SpA, la
EA corresponde a la espondiloartritis axial radiogréfica (r-axSpA) (Dougados and
Baeten, 2011) y se caracteriza por la inflamacion y formacion de hueso en sitios de
entesis del esqueleto axial y periférico. Ademas, en los pacientes con SpA se ha
asociado el dolor crénico, deterioro funcional y discapacidad a la fusién espinal, el
desarrollo de sindesmofitos (osificaciones heterotdpicas dentro de un ligamento
espinal o del anillo fibroso del disco intervertebral) y entesofitos (proyecciones dseas
gue se observan en sitios de insercion 0sea de ligamentos, tendones o capsula
articular) (Vargas-Valverde, 2018).

Espondiloartritis de inicio juvenil
Por lo general, los sintomas de la SpA comienzan en la tercera o cuarta década de

la vida, sin embargo, cerca de un 10% a 20% de los pacientes en realidad
experimentan sintomas en su infancia, afectando articulaciones, ojos, intestino, piel,
corazony pulmén (Burgos-Vargas, 2002; Sudot-Szopinska et al., 2017). A diferencia
de la SpA en adultos que normalmente tienen afectacion de la columna vertebral y
las articulaciones sacroiliacas, los pacientes que presentan sintomas antes de los
16 afios (SpA juvenil o JoSpA) rara vez muestran afeccion axial (Burgos-Vargas,
2002). Algunos de los sitios afectados son: las inserciones tendinosas de la fascia
plantar (87,9%), el tendon de Aquiles (81,8%), el tobillo (87,9%) y la rodilla (72,7%)
(Burgos-Vargas, Pacheco-Tena and Vazquez-Mellado, 2002). Una de las
afecciones mas graves en la JoSpA es la de los pies, al inicio, se presenta artritis y
entesitis en las extremidades inferiores, que incluye la fusion de los huesos del
tarso, a esto se conoce como tarsitis anquilosante (TA) (Burgos-Vargas, 2002). En
este sentido, la TA es una manifestacién clinica importante en adolescentes y
adultos jévenes, en la cual se presenta artritis de miembros inferiores y entesitis,
combinada con sintomas axiales en menos de 20%. Los pacientes padecen dolor
10



en el pie, edema de tobillos, inflamacion de la fascia plantar y entesitis del tendén
de Aquiles (Burgos-Vargas, 2002).

La TA, se define como una anquilosis tibiotarsal, intertarsal o tarsometatarsal, y se
caracteriza por fusion completa o parcial de los huesos del tarso. Esto es muy
similar a las manifestaciones iniciales de la SpA en adultos lo cual es demostrado
por las radiografias, en las que se observan estrechamientos en el espacio
interarticular y anquilosis del hueso (Burgos-Vargas, 2012).

Se han propuesto tres etapas para abordar los primeros sintomas de la afeccion de
los pies en los pacientes con JOSpA, en la etapa prodrémica se presentan pocos
sintomas, como episodios aislados, esporadicos y de corta duracion de dolor
articular, a menudo confundidos con otras enfermedades. Alrededor de los 8 afios
comienza la etapa inflamatoria de la enfermedad, que se caracteriza por artritis,
entesitis y afectacion axial, por otro lado, la etapa de "continuidad" de la
enfermedad, se fusiona con la anquilosis tarsal en los afios de la adolescencia o
con la anquilosis sacroiliaca y espinal en la edad adulta temprana. Estos
acontecimientos tienen lugar cuando se producen varios cambios en el crecimiento
y el desarrollo en la infancia y la adolescencia (Romero-Lopez et al., 2021).

De acuerdo con estudios previos de nuestro grupo y otros, la JoSpA difiere de
aguella que inicia en la edad adulta, por la presencia de mayor entesitis y artritis
periférica, con una mayor severidad asociada al inicio temprano de los sintomas
(Burgos-Vargas and Granados- Arriola, 1990; Pelaez-Ballestas et al., 2006; Smith
and Burgos-Vargas, 2021a). A pesar de esto, se desconoce el mecanismo asociado
con este aumento en la gravedad. Considerando la edad del inicio de los sintomas,
es probable que los factores asociados al crecimiento normal puedan influir en la
patogenia de la enfermedad.

Herramientas para la evaluacién de las SpA
Debido a la dificultad para definir a las SpA, se han desarrollado diversos indices

para evaluar la actividad y progresion de los pacientes. Es por esto que Garret et al
en 1994 desarrollaron el indice de actividad de la enfermedad de la espondilitis
anquilosante de Bath BASDAI por sus siglas en inglés (Bath Ankylosing Spondylitis
Disease Activity Index), el cual consta de seis escalas analOgicas visuales
horizontales para medir la gravedad de la fatiga, el dolor articular periférico y espinal,
la sensibilidad localizada y la rigidez matutina (tanto cualitativa como cuantitativa).
La puntuacién final de BASDAI tiene un rango de 0 a 10. Se considera que un
paciente con SpA, tiene enfermedad activa si el valor del BASDAI es mayor o igual
a 4 (Garrett et al,, 1994). Asi mismo en 1994 el mismo grupo de estudio desarrollo un
indice funcional de espondilitis anquilosante de Bath (BASFI), cuyos resultados
muestran la capacidad del paciente para hacer frente a las actividades de la vida
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cotidiana puntuando del 0-10 (Calin et al., 1994).

Una de las herramientas mas recientes para calcular la actividad de los pacientes,
incluye ademas de elementos del cuestionario BASDAI, la velocidad de
sedimentacion globular (VSG) o los valores de la Proteina C reactiva (PCR), esta
es la escala ASDAS (Ankylosing Spondilitis Disease Activity Score), que de igual
forma permite clasificar a los pacientes de acuerdo a la actividad de la enfermedad,
en este caso, se considera enfermedad inactiva cuando el ASDAS es <1.3, con baja
actividad de la enfermedad entre 1.3 y 2.1, alta actividad de la enfermedad entre
2.1-3.5 y con muy alta actividad de la enfermedad >3.5 (Lukas et al., 2009).

Etiopatogenesis

La etiologia de la SpA es desconocida, anteriormente se atribuia a agentes
microbianos como Klebsiella (Russell and Almazor, 1992). Actualmente estudios de
asociacion genética han revelado la predisposicion otorgada por el gen HLA-B27 en
axSpA (Cortes et al., 2013). Se ha determinado que en pacientes caucasicos Yy
chinos se presenta entre un 85% y un 95% de positividad al HLA-B27 y en pacientes
hispanos con EA un 86% (Jamalyaria et al., 2017; Reveille et al., 2019a), sin
embargo, sélo aproximadamente el 5% de las personas positivas para HLA-B27 en
la poblacion general tienen SpA (Akkoc et al., 2005).

El HLA-B27, tiene un alto grado de polimorfismos, consta de 328 alelos y 231
subtipos de proteinas que van desde HLA-B*27:01 hasta HLA-B*27:232. Estos
subtipos se diferencian entre si en sélo unos pocos aminoacidos, o que puede
alterar la especificidad de unién al péptido de la molécula (Galocha and L6pez De
Castro, 2010). El subtipo de HLA-B27 mas comun es el HLA-B*27:05, este se
distribuye en todo el mundo, se encuentra en poblaciones con diversos fondos
genéticos y esta fuertemente asociado con la EA (Cortes et al., 2015; Dashti et al.,
2018; Reveille et al., 2019b) .

Asi mismo se ha encontrado la relacion de la SpA con otros genes como LMP2,
ERAP-1, ERAP-2 (Robinson et al., 2015) e IL-23R (Rahman et al., 2008).

Ademas de las asociaciones genéticas, se sabe que las citocinas proinflamatorias
IL- 23, IL-17A, IL-17E e IL-22 tienen un papel crucial en la inflamacién de las SpA
(Appel et al., 2011; Smith and Colbert, 2014). Sherlock et al en 2012 estudiaron el
papel de la IL-23 en un modelo animal; demostraron que esta citocina es capaz de
inducir la enfermedad por si sola actuando en células CD3+ CD4-, CD8- RORyt+
(Sherlock et al., 2012). Sin embargo, la falta de respuesta clinica a inhibidores de
IL-23 (Baeten et al., 2018) ha mostrado la necesidad de estudiar el papel de otras
vias moleculares (McGonagle et al., 2021). Actualmente, se ha aprobado el uso
terapéutico de anticuerpos monoclonales dirigidos contra IL-17 en pacientes con EA
(van Mens et al., 2018; Schett et al., 2021), aunque estos inducen mejora clinica en
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apenas el 60% de los pacientes (Marzo-Ortega et al., 2020). Estas citocinas tienen
un papel proinflamatorio y se ha reportado un infiltrado importante de células
inmunes productoras de IL-17 e IL-22 en los tejidos articulares y las entesis de
pacientes con SpA (Reinhardt et al., 2016a; Watad et al., 2020).

Se ha reportado que, dentro de los tejidos expuestos a estrés mecanico, incluida la
entesis, las células T yd son actores clave en la patogénesis de la inflamacion local
inducida por IL-23 y probablemente de la formacion de hueso nuevo, ademas de
ser los principales productores de IL-17A (Reinhardt et al., 2016b). Ademas, se ha
demostrado que algunas células innatas como las células asesinas naturales (NK)
y las células NKT aumentan en las articulaciones inflamadas (Chowdhury et al.,
2017).

Por razones desconocidas, la SpA afecta a los hombres con mayor frecuencia. Sin
embargo, desde la aparicion de los nuevos criterios de clasificacion, se ha notado
un aumento en la proporcion de mujeres. La tendencia actual es a considerar que
la prevalencia en hombres y en mujeres es la misma (Reyes-Cordero et al., 2021).

Vias moleculares asociadas al crecimiento éseo
Ademas de la artritis y la entesitis, el principal problema de los pacientes con SpA

es la osteoproliferacion que los lleva a inmovilidad y anquilosis. La informacion
actual sobre la relacion de los biomarcadores relacionados con la actividad de la
SpA y la inflamacion presenta inconsistencias, por lo cual existen multiples lineas
de investigacion de biomarcadores que podrian reflejar la actividad de la
enfermedad, la osteoproliferacion y los cambios en la resonancia magnética en las
uniones sacroiliacas en pacientes con SpA (Descamps et al., 2021).

En este sentido, es importante mencionar que el hueso es un tejido complejo y en
constante cambio, dentro del cual reconocemos cuatro tipos de células éseas, las
cuales se clasifican segun su localizacion, morfologia y funcion: células
osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Los osteoblastos se
desarrollan a partir de células indiferenciadas, mientras que los osteocitos se forman
a partir de osteoblastos. Los osteoclastos provienen de una linea de células
troncales relacionadas con los monocitos circulantes (Boskey and Posner, 1985).
Debido a la fuerte relacién de la osteoproliferacion con las manifestaciones clinicas
de los pacientes con SpA, parece importante estudiar los factores que propician el
crecimiento 6seo en la misma.

Es asi que, algunas de las moléculas relacionadas con la osificacion fisioldgica,
incluyen a las proteinas morfogénicas 0seas (BMP), las de la via Sonic hedgehog y
las de la familia wingless proteins o proteinas sin alas (Wnt), las cuales son
reguladores importantes de la formacién 6sea mediante vias de sefalizacion
intracelular que afectan la transcripcién génica (Van Bezooijen et al., 2004; Boyce
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and Xing, 2007; Xie et al., 2016).

La via Wnt puede sefalar por 4 vias diferentes, de las cuales la via "canonica"
Wnt/B-catenina es la mejor descrita (Klingberg et al., 2014). Esta via induce la
acumulacién de B-catenina en el citoplasma y su posible translocacion al ndcleo
para actuar como coactivador de factores de transcripcidon pertenecientes a la
familia TCF/LEF (T cell factor/lymphoid enhancer factor family o Familia de factor de
células T/ Factor Potenciador Linfoide). La transmision de sefiales a través del
sistema Wnt/B-catenina suele ser la principal forma de regular la formacion de hueso
nuevo con un aumento de la densidad mineral 6sea, acompafiado de pérdida de
tejido 6seo trabecular en condiciones normales (Xie et al., 2016).

Las proteinas Wnt, son de importancia critica en la homeostasis 6sea normal, en
particular en la formaciébn de hueso nuevo osteoblastico, por lo tanto, se ha
propuesto que las proteinas Wnt también pueden desempefiar un papel en el
proceso de formacion de hueso nuevo en la EA (Xie et al., 2015). Un estudio
realizado por Klingberg et al. en 2014 ha demostrado que los pacientes con SpA
tenian niveles séricos de Wnt3 mas altos en comparacion con los controles sanos.
La via canonica de Wnt esté regulada por familias de antagonistas, como Dickkopf-
1 (DKK1). DKK1, regula la sefializacion de Wnt mediante su union a un co-receptor,
el receptor relacionado con la lipoproteina de baja densidad (Hoshi, Komori and
Ozawa, 1999). Hay resultados inconsistentes en diferentes estudios de los niveles
séricos de Dkk-1 en pacientes con SpA y sujetos de control sanos. Por ejemplo,
Zhang et al. demostraron que los niveles séricos de Dkk-1 en pacientes con SpA
eran mas altos que los de los sujetos control (Zhang et al., 2016), mientras que otros
autores informaron que los pacientes con SpA tenian niveles mas bajos de Dkk-1
en comparacion con los controles (Kwon et al., 2012; Sun et al., 2019). Por lo tanto,
se necesita mas investigacién para estudiar el papel fisiopatol6gico de Dkk-1 en
pacientes con SpA.

La esclerostina, es una proteina codificada por el gen SOST. Esta proteina, es
segregada especificamente por los osteocitos y tiene un efecto negativo sobre la
formacion 6sea, a través de la inhibicién de la via canénica de Wnt (Van Bezooijen
et al., 2004). Se ha informado que los niveles séricos de esclerostina fueron mas
bajos en pacientes con SpA en comparacion con los sujetos de control (Perrotta et
al., 2018; Sun et al., 2019).

Por otra parte, la maduracion de los osteoclastos requiere un activador del receptor
del ligando del factor nuclear kB (RANKL). RANKL, se une a RANK en los
precursores de osteoclastos, induciendo su transformacién en osteoclastos
maduros teniendo un efecto de resorcion sobre el hueso. La expresiéon de RANKL
se ve reforzada por citocinas proinflamatorias. La interaccion RANK-RANKL es
inhibida por la osteoprotegerina (OPG), un receptor sefiuelo para RANKL que tiene
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un efecto anti-resortivo sobre el hueso (Boyle, Simonet and Lacey, 2003; Boyce and
Xing, 2007). Segun Klingbert et al. en 2014, los pacientes con EA tenian niveles
séricos significativamente mas altos de Wnt-3a, niveles séricos mas bajos de
esclerostina, niveles séricos mas bajos de SRANKL y una relacion sRANKL/OPG
mas baja en comparacion con los controles sanos. Los niveles séricos de DKK-1
mostraron una tendencia a ser mayores en los pacientes con SpA (Klingberg et al.,
2014).

Las BMP, (bone morphogenic proteins o proteinas morfogénicas 0seas) son
miembros de la superfamilia del factor de crecimiento transformante B (TGFp) y se
identificaron originalmente por su capacidad de induccion 0sea. Se sugiere que
muchas BMP desempefian un papel en diferentes etapas del proceso de anquilosis
en un modelo de raton. En la etapa temprana participan BMP-2 y BMP-7 en
condrocitos prehipertréficos, por otra parte, en etapas avanzadas participa BMP-6
en condrocitos hipertroficos (Descamps et al., 2021).

Es posible que los factores de crecimiento de fibroblastos (fibroblast growth factor o
factor de crecimiento de fibroblastos FGF) FGF2 y FGF9 trabajen en la proliferacion
del linaje celular de osteoblastos, asi como en la induccién de angiogénesis, y
FGF18 funcione en la promocion de la diferenciacion de osteoblastos (Charoenlarp,
Rajendran and Iseki, 2017).

Ademas, la inflamacion local parece ser crucial para desencadenar el proceso de
formacién de hueso en modelos animales de artritis inflamatoria (Schett et al., 2009),
sin embargo, existe controversia. Por un lado, Maksymowych et al. en 2009 sugieren
que la inflamacion se ve relacionada con la formacion de hueso en los pacientes
con SpA. Esta idea surge del hecho de que el depdésito de grasa en el hueso,
(principalmente los huesos de la pelvis) esta asociado al proceso inflamatorio. Esta
alteracion parece preceder la aparicion de puentes 0seos y sindesmofitos en
estudios longitudinales de resonancia magnética (Maksymowych et al., 2009). Por
otro lado, Baraliakos et al. en 2008, sugieren que la formacion de hueso se
desarrolla en sitios con inflamacion previamente identificados y en sitios donde la
inflamacion esta ausente (Baraliakos et al., 2008). A pesar de que multiples estudios
se enfocan en el proceso inflamatorio asociado al inicio y persistencia de la
enfermedad, los factores asociados a la osteoproliferacion caracteristica de estos
pacientes, siguen siendo poco explorados.

Papel de las hormonas en la patogenia de la SpA
Anteriormente, se intentd establecer una relacién entre las hormonas masculinas y

la EA. Los resultados no han sido convincentes acerca de la implicacion de las
hormonas sexuales en la inflamacion que caracteriza a las SpA, sin embargo, se
sabe que mayores niveles de testosterona se relacionan con peor pronostico (Masi,
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1992). También, Gracey et al., demostraron que las moléculas asociadas con la
inmunidad tipo Th17 se encuentran preferentemente elevadas en hombres con EA,
lo cual sugiere un papel de la testosterona en este fenotipo (Gracey et al., 2016).
Asi mismo, se demostrd que los pacientes varones con EA tienen una concentracion
mayor en suero de IL-17. Por el contrario, las mujeres con EA activa, tienen una
concentracion menor de estradiol (Jimenez-Balderas et al., 1990). Se ha postulado
un efecto positivo con la administraciéon de hormona gonadotropina coridnica
humana (hCG) en pacientes con EA (Tapia-Serrano et al., 1991).

Durante la infancia y adolescencia, la hormona de crecimiento (GH, growth hormone
o hormona de crecimiento), estimula y regula el crecimiento y metabolismo. A su
vez, la GH controla la sintesis de factor de crecimiento semejante a la insulina- 1
(IGF-1, Insulin growth factor-1), que controla el crecimiento corporal a través de su
efecto en el receptor IGFR-1 (Carmichael, 2021). La GH y el IGF-1, son
fundamentales para lograr el crecimiento 6seo longitudinal, la maduracion
esquelética y la adquisicion de masa Osea durante el periodo posnatal, IGF-1
también esta involucrado en la conservacion de masa 0sea en la vida adulta
(Giustina, Mazziotti and Canalis, 2008).

El receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGFR-1), es una tirosina-
cinasa transmembranal, que esta presente en practicamente todas las células de
los mamiferos. Este receptor, reconoce al IGF-1 (Zaidi, 2007), y puede hacer que
células mesenquimales se diferencien en condrocitos (Longobardi et al., 2006),
regulando su metabolismo anabdlico y por lo tanto favoreciendo la remodelacion del
cartilago (Fortier et al., 2002). Ademas, los niveles séricos de IGF-1 se correlacionan
con los marcadores de formacién y reabsorcién 6sea en sujetos sanos (Niemann et
al., 2013). Existen varias moléculas asociadas a la regulacion de la via, como las
proteinas de unién (IGFBP, Insulin growth factor binding protein o proteina de unién
al factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1) (Hjortebjerg, 2018), que tiene
efectos tanto estimuladores como inhibidores sobre la via de IGF-1.

La via de IGF-1 esta alterada en distintas enfermedades reumaticas, por ejemplo,
en la artritis reumatoide (AR), se ha reportado que los condrocitos, los fibroblastos
sinoviales y algunos leucocitos que expresan IGFR- 1, participan en la inflamacion
articular (Verschure et al., 1995; Bostrom et al., 2011).

Se ha mostrado, que en pacientes con AR la sefalizacion de IGFR-1 contribuye a
la inflamacion dependiente de células T en la artritis a través de las citocinas IL-6 e
IL-17 (las cuales se encuentran relacionadas con la patogénesis de la SpA)
(Erlandsson et al., 2017).

En un modelo experimental de AR, se determiné que la inhibicién del receptor IGFR-
1 reduce la gravedad de la enfermedad al restringir la formacién de células Th17
dependientes de IL-6. Asi mismo, se encontr6 que la expresion de IGFR-1 en
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leucocitos de sangre periférica esta asociada con una mayor inflamacion sistémica,
demostrada por un aumento en la velocidad de sedimentacién globular y los niveles
de IL-6 en suero, acompafiados de una mayor percepcion del dolor (Erlandsson et
al., 2017).

Di Toro et al. (2020), determinaron que las células Thl7 y las células Treg se
diferencian a partir de su expresion de IGFB4, el cual actia como regulador clave
de la biodisponibilidad de IGF y de IGFR-1. Ademas, la sefializacion a través de
IGFR-1 determina el destino celular de células T CD4+ virgenes con un desarrollo
dependiente de TGFp, mejora la activacion de la via AKT-mTOR para suprimir el
desarrollo de células Treg y potenciar el desarrollo de células Thl7 a través de la
supresion de apoptosis (DiToro et al., 2020).

Es asi que, la relacién de los factores de la via IGF-1 con la inflamacion y osificacion
en los pacientes indica que, la sefializacién del receptor IGFR-1 es capaz de
favorecer un cambio fenotipico en las células T, hacia un perfil proinflamatorio Th17,
lo cual probablemente esté relacionado con la inflamacion articular en SpA (DiToro
et al., 2020).

Esta posible relacién no ha sido explorada en espondiloartritis y podria explicar el
fenotipo caracteristico de los pacientes con SpA de inicio juvenil.

Planteamiento del problema
Las SpA, ocurren con mayor frecuencia en la edad adulta. Sin embargo, cerca del

15% de los pacientes tiene sus primeros sintomas antes de los 16 afios. Mientras
que la forma adulta afecta con mayor frecuencia el esqueleto axial, en los nifios y
adolescentes el 6rgano blanco son las articulaciones periféricas. Se plantea que las
caracteristicas de estos pacientes se relacionan con la influencia de ejes
hormonales, sin embargo, los estudios sobre el papel de las hormonas en la
inflamacion solamente han involucrado a las hormonas sexuales, sin tomar en
cuenta a aquellas asociadas al crecimiento 6seo.

Debido a la probable relacion de los factores de crecimiento en la SpA y la relacion
de la via IGF-1/IGFR-1 con la inmunidad tipo Th1l7, la presente investigacion
pretende conocer la expresion del receptor (IGFR-1) en diversas poblaciones
leucocitarias de pacientes con SpA de inicio juvenil y adulto.
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Justificacion

Se ha documentado que la SpA desarrolla mayor gravedad cuando presenta
manifestaciones clinicas en la infancia, generando en los pacientes que la presentan
dolor, rigidez y perdida de la movilidad, lo cual se debe a asociaciones genéticas y
de citocinas, sin embargo, la causa sigue sin describirse completamente.

Dado que en las SpA se presenta inflamacion y osteoproliferacién asociadas a IL-
17 e IL-22, se plantea la posibilidad de que la inflamacidén sea potenciada por el
efecto de las hormonas asociadas al crecimiento, considerando que recientemente
se reporto la relacion entre IGF-1 y la produccion de IL-17 (DiToro et al., 2020).

Lo anterior podria facilitar el descubrimiento de nuevas dianas terapéuticas que
beneficien entre el 50% y 60% de los pacientes que no responden a los tratamientos
actuales. Es por esto que se considera que IGF-1 e IGFR-1 pudieran estar
relacionados con el origen y agravamiento de la patologia.

Hipotesis
Las células T CD4+ y CD8+ de pacientes con SpA de inicio juvenil expresaran mas
IGFR-1 que los controles y los pacientes con SpA de inicio adulto.

Objetivos
General
e Evaluar la expresion del receptor de IGF-1 (IGFR-1) en granulocitos, vy
linfocitos T, Tyd, NK y NKT de pacientes con espondiloartritis de inicio juvenil
y adulto.

Particulares
e Determinar la expresion de IGFR-1 en granulocitos, linfocitos T, linfocitos T,

CD4+, CD8+, Tyd, NK'Y NKT de pacientes con SpA de inicio juvenil y adulto.

e Identificar la relacion entre la expresion de IGFR-1 en las poblaciones
celulares de estudio y la severidad de la espondiloartritis medida por la escala
ASDAS-PCR.

Materiales y métodos

1) Tipo de estudio: Se trata de un estudio observacional, transversal, descriptivo en
el que se tomaron muestras de sangre de pacientes con SpA de inicio juvenil y
adulto que recibieron atencion médica en el servicio de reumatologia del Hospital
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2)

3)

4)

General de México para el posterior analisis en la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala de la UNAM.

Poblacion y tamafio de la muestra: El calculo del tamafio de la muestra se
determind de acuerdo con la prevalencia de la SpA en México, considerando
una poblacion con distribucion de Poisson. Mediante un muestreo por
conveniencia, se seleccionaron pacientes mayores de 18 afios con SpA de inicio
juvenil y adulto. Acorde a la prevalencia de SpA en México se obtuvé una
muestra de 10 sujetos adultos con diagndstico de SpA clasificado con los
criterios de ASAS y 10 muestras de sujetos sanos pareados con edad y sexo de
los pacientes con SpA.

Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

a) Criterios de Inclusion

- Pacientes que cumplan con los criterios ASAS para axSpA o pSpA, y
acepten participar en el estudio mediante la firma de una carta de
consentimiento informado.

- Pacientes con SpA de cualquier edad y sin distincion de sexo.

- Solo para muestras de liquido sinovial: Pacientes con los criterios
anteriores que acudan a consulta médica del servicio de reumatologia con
derrame articular de rodilla identificado mediante exploracion fisica, que
requieran una artrocentesis terapéutica.

- Pacientes con SpA y un indice de actividad de la enfermedad ASDAS-
PCR igual o mayor a 2.1 (alta actividad de la enfermedad).

b) Criterios de exclusion

- Pacientes que reciban tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-IL-
17.

- Pacientes que padezcan otras enfermedades reumaticas no relacionadas
con la SpA.

- Pacientes que cursen con inmunodeficiencias, enfermedades
inflamatorias no relacionadas con la SpA, enfermedades infecciosas u
oncoldgicas.

- Pacientes con gigantismo, acromegalia o diabetes mellitus.

- Pacientes que hayan cursado con algun proceso inflamatorio en el tltimo
mes.

c) Criterios de eliminacion
- Muestras insuficientes
- Muestras con suero lipidico

Clasificacion de los pacientes y controles: Los pacientes seran clasificados en
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5)

6)

7)

dos grupos de acuerdo con la edad al inicio de los sintomas. Aquellos pacientes
con inicio de la enfermedad antes de los 16 afios se consideraran en el grupo de
SpA de inicio juvenil (JOSpA), y el resto se consideraran en el grupo de SpA de
inicio adulto.

Variables a evaluar: Durante la consulta médica, el reumatélogo registrara las
siguientes variables en el formato de recoleccion de datos:

- Edad del paciente

- Edad al inicio de sintomas

- Edad al diagnéstico

- Actividad deportiva

- Tratamiento actual

- Proteina C reactiva

- Velocidad de sedimentacién globular

- Actividad de la enfermedad (ASDAS y BASDAI)

- Expresion de IGFR-1 en las poblaciones celulares de estudio

Procedimiento

Tamafio de la muestra

El célculo del tamafo de la muestra se determiné con la férmula de estimacion
N*Za?+p*q

e2x(N—-1)+Z2xpxq

de muestra por proporcién utilizando la expresion n =

Donde:

-N (Tamafio de la poblacion) = poblacién 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 estimaciéon maximo aceptado por el investigador
130000000%1.962%0.006%0.994 2996448 921
0.052%(130000000—1)+1.962+0.006+0.994  325000.0204

De acuerdo con el resultado calculado, se sugiere una muestra minima de 9
pacientes.

Por lo tanto, n =

Evaluacion clinica:
A cada paciente se le realiz6 un cuestionario durante la consulta médica, en el

cual, el reumatélogo registré variables clinicas y paraclinicas en la hoja de

recoleccion de datos.

Previo a la obtencién de muestra de sangre periférica, se explicaron los objetivos

del proyecto, riesgo de toma de muestra, confidencialidad de los datos obtenidos
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8)

9)

y se otorgd un consentimiento informado para firma autografa del sujeto y dos
testigos. Se recopild informacién a aquellos pacientes que aceptaron participar
voluntariamente en el proyecto de investigacion y se registrd6 en la hoja de
recoleccion de datos (Anexo 1, 2, 3). Ademas, estos pacientes se evaluaron
clinicamente por un médico reumatdlogo, clasificado de acuerdo con los criterios
de ASAS (Anexo 4), ASDAS-PCR (Anexo 5), manifestaciones articulares y
extrarticulares (Anexo 6), conteo articular de miembros inferiores (Anexo 7),
BASFI (Anexo 8), BASDAI (Anexo 9), BASMI (Anexo 10) y el numero de
articulaciones afectadas (Anexo 11) y en caso de padecerla, también se realizé
un cuestionario de tarsitis (Anexo 12).

Obtencién de las muestras sanguineas.
En los pacientes incluidos, se obtuvo una muestra de sangre periférica de 20mL

mediante puncion venosa con sistema de recoleccién al vacio de una de las
extremidades superiores. Se coloc6 un torniquete elastico en una de las
extremidades, aproximadamente 5 cm por arriba de la fosa cubital, y previa
asepsia con etanol al 70%, se puncionoé la vena mediante aguja BD Vacutainer®
Multiple de 21G. Se recolectaron 2 tubos BD Vacutainer® con heparina de sodio
de 10 mL por sujeto que participd en el estudio, los cuales fueron trasladados
rotulados con iniciales del paciente, fecha y hora de extraccion en contenedores
plasticos con hielo en un periodo menor de 4 h 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.

Procesamiento de las muestras sanguineas
Posteriormente las muestras fueron transportadas en un contenedor con hielo al

laboratorio 4/A4 de la FES lztacala y se realizé el inmunofenotipo de las células
T utilizando el siguiente panel de anticuerpos acoplados a fluorocromos: anti-
CD3 FITC, anti- CD4 PerCP/Cy5.5, anti-CD8a PE-Cy7, anti-CD56 BV421, y anti-
IGFR1 PE (Biolegend®).

Se tomaron 100 pL de sangre completa de las muestras almacenadas en tubos
“‘BD Vacutainer 2luve” con heparina y se incubaron con los anticuerpos
acoplados a fluorocromos previamente mencionados a concentraciones
adecuadas (determinadas por titulacion de cada anticuerpo). Se incubaron por
15 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad y se lisaron los eritrocitos
con amortiguador FACS Lysing. Posteriormente se lavaron con regulador de
tincion (PBS + 0.5% BSA) y se resuspendieron en 100uL de amortiguador de
tincion. Una vez terminado, se analizaron en el citbmetro espectral Aurora de la
Central de Instrumentos del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS
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adquiriendo un minimo de 30,000 células IGFR-1 positivas.

Los datos fueron analizados usando el software FlowJo® y considerando
controles de referencia para cada fluorocromo y controles FMO para disefar el
algoritmo de analisis.

10)Analisis de datos
Posterior a la recoleccion de datos, se determin6é 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 y de acuerdo con
esto, se realizé una correlacion de Spearman para correlacionar los valores
obtenidos del factor de crecimiento con el resto de las variables mediante los
softwares FlowJo® y GraphPad Prism 8.0 ®. Se consideraron diferencias y
correlaciones significativas cuando el valor de p fue menor o igual a 0.05.

Aspectos de éticay bioseguridad
Se obtuvieron muestras biolégicas de aquellos pacientes que acudieron a consulta

médica del servicio de Reumatologia del Hospital General de México, que
cumplieron con los criterios de inclusidon y que, habiendo leido y firmado la carta de
consentimiento informado, aceptaron su participacién en el estudio. La consulta
médica, llenado de formatos de recoleccion de datos y toma de muestra de sangre
venosa se realiz6 en el consultorio 27 del servicio de reumatologia del H.G.M. La
muestra sanguinea se obtuvo mediante un sistema de recoleccién al vacio con
previa asepsia con etanol al 70% por el médico pasante de servicio social. Las
muestras recolectadas se rotularon con las iniciales del paciente, fecha y hora de
obtencion de la muestra. Los residuos peligrosos biolégico-infecciosos se
depositaron en recipientes rigidos de polipropileno rojos y se desecharon segun lo
que indica la NOM-087-ECOL.-SSA1-2000.

Las muestras obtenidas fueron rotuladas con las caracteristicas antes mencionadas
y se almacenaron en contenedores de plasticos 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
Iztacala

La prevencién de exposiciones al material bioldgico tuvo en consideracion el uso de
guantes de latex, cubrebocas, bata de laboratorio y el manejo de residuos con las
caracteristicas antes mencionadas.

Este proyecto fue aprobado por el comité de ética del Hospital General de México
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con el numero de aprobacion DI/404-A/04/10 se anexa carta de aprobacién (Anexo
13) y por el comité de bioseguridad de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala
de la UNAM con el numero de folio 0146. Se anexa carta de aprobacion (Anexo 14).

Resultados
Reclutamiento de pacientes

Se reclutaron 9 pacientes que donaron sangre total y 1 paciente de liquido
sinovial, de los cuales se registraron los datos demograficos y clinicos (Tabla
1) dentro de los cuales se encontraron pacientes mayormente del sexo
masculino, con un promedio de edad de 35 afios, en su mayoria, no realizan
actividad fisica, ninguno de los pacientes tiene antecedentes familiares de
SpA, tienen comorbilidades como obesidad (11%), esquizofrenia (11%),
hipotiroidismo (11%), hipertension arterial sistémica (11%) vy rinitis alérgica
(11%). Algunos de los sintomas actuales fueron dolor dorsolumbar
inflamatorio (22%), artritis (77%), entesitis (33%), uveitis (22%), lumbalgia
(88%), y dactilitis (33%).

Tabla 1. Datos demograficos y clinicos. Datos obtenidos de 9 pacientes y 9
testigos sanos, donde; se muestran las medias de los valores + desviacion
estandar, NA = no aplica.

SpA (n=9) Testigos (n=9)
Edad (afios) 35.71 + 14.19 35.85 + 13.87
Sexo H:6 M:3 H:4 M:5
HLA-B27+ 88% 0%
axSpA o pSpA axSpA:7 pSpA:3 NA
ASDAS (actividad de la 2.84 +1.67 NA
enfermedad)
BASDAI (actividad de la 545+ 351 NA
enfermedad)
BASFI (Funcion) 3.83+3.1 NA
PCR (mg/dL) 17.08 £ 16.93 NA
VSG (mm/h) 30 +£18.20 NA
# articulaciones afectadas 5+7.01 NA
Actividad fisica 28.5% Si 71.5% No NA
Tratamiento
AINES 4 NA
Sulfasalazina 5 NA
Esteroides 2 NA
Metotrexato 1 NA
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Infliximab (anti-TNF)

Titulacion de anticuerpos

NA

Se realizé la titulacion de anticuerpos acoplados a fluorocromos CD3 FITC,
CD4 PERCP Cy5.5, CD8 PE Cy7, CD56 BV421, TCR yd, BV510, IGFR-1 APC
para determinar la cantidad necesaria de anticuerpo a usar, esto se realizo
mediante citometria espectral, con esto se determiné0 que las mejores
concentraciones para cada anticuerpo son las siguientes:

Tabla 2. Cantidad de anticuerpo seleccionada.

Marcador Fluorocromo Cantidad de anticuerpo por cada
100 pl de sangre

CD3 FITC 2.5 uL

CD4 PERCP Cy5.5 1L

CD8 PE Cy7 1.25 uL

CD56 BVv421 5puL

TCR yd BV510 2.5 uL

IGFR-1 APC 2.5 uL
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Disefio del algoritmo de analisis

Se realiz6 el control de fluorescencia menos uno (FMO) para para determinar la
estrategia de analisis de las distintas poblaciones de estudio, en estos tipos de
control experimental se afiaden todos los anticuerpos del panel excepto el de interés
lo cual facilita la seleccion de los gates para cada poblacion. De esta forma,
disefiamos el algoritmo de analisis que se muestra en la Figura 1.

oIS 4 CED
s

-
CorpIIC.A: T

Figural. Algoritmo de analisis por citometria de flujo espectral para el
analisis de sangre de pacientes y controles. A través de un algoritmo
supervisado se realiz6 una grafica de puntos de la cual se seleccionaron
los linfocitos y granulocitos (A), asi mismo se selecciond una grafica de
puntos donde se seleccionaron a los granulocitos IGFR-1+ (B), se
selecciond una gréafica de puntos donde se seleccionaron a linfocitos NK
y NKT + (C). Ademas se analizé la poblacion de linfocitos NKT IGFR1+
(D), la poblacion de Linfocitos NK IGFR1+ (E), la poblacion de los
linfocitos T (F), y la poblacién de Linfocitos T que expresan IGFR-1+ (G)
Poblacién de linfocitos T CD4+ (H), y asi mismo los Linfocitos T CD4
IGFR1+ (1), la poblacion de Linfocitos T CD8+ (J) y de la misma manera
a los Linfocitos T CD8 IGFR1+(K), se seleccioné a la Poblacién de
linfocitos Tyd+ (L) y finalmente a los Linfocitos Tyd IGFR1+ (M).
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Anadlisis de las poblaciones de leucocitos en sangre de pacientes con SpA

No se encontraron diferencias significativas en la intensidad media de fluorescencia
de IGFR1 en ningun tipo celular, sin embargo, se encontr6 una tendencia a
encontrar mayor intensidad media de fluorescencia (IMF) en granulocitos IGFR1+,
células NK IGFR1+, células T CD4 IGFR1+ y células Tyd (Figura 2A, C y E) en
pacientes con SpA a diferencia de los controles.
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Para corroborar los resultados obtenidos mediante de la intensidad media de
fluorescencia se analiz6 la intensidad mediana de fluorescencia (Figura 3), donde
de la misma manera no se encontraron diferencias significativas en la intensidad
mediana de fluorescencia de IGFR1 en ningun tipo celular, sin embargo, se encontrd
una tendencia a encontrar mayor intensidad mediana de fluorescencia en
granulocitos IGFR1+, células NK IGFR1+, células T CD4 IGFR1+ células Tyd en
pacientes con SpA a diferencia de los controles (Figura 3A, B, E, Ey G).
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Figura 3. Intensidad mediana de fluorescencia de IGFR-1 en las poblaciones de
estudio, comparando controles con pacientes, A) Granulocitos IGFR1+, B) NKT
IGFR1+, C) NK IGFR1+, D) Linfocitos T IGFR1+, E) Linfocitos T CD4+, F)

Linfocitos T CD8+, G) Tys IGFR1+.
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Al analizar las frecuencias de las poblaciones celulares positivas a IGFR-1,
se encontrd un incremento en el porcentaje de células T positivas a IGFR-1
de pacientes con SpA contra los testigos (p=0.0413) (Figura 4D), asi mismo
se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de células T CD4+
positivas a IGFR-1 en pacientes con SpA contra los controles (p=0.0391)
(Figura. 4E). Por lo contrario, en granulocitos y linfocitos T CD8+ no se
encontraron diferencias entre pacientes con SpA vy testigos.
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Figura 4. Porcentaje de células IGFR1+ en las poblaciones de: A)

Granulocitos B) NKT C) NK D) Linfocitos T E) Linfocitos T CD4+ F)
Linfocitos T CD8+ G) Linfocitos Tyd+
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Comp-FITC-A : CD3

Considerando que se encontraron diferencias significativas en el porcentaje
de células Ty T CD4+ positivas a IGFR-1, se comparo la frecuencia de estas
células en la sangre y LS de un paciente con 20 afios, sintomas actuales como
artritis, entesitis, dactilitis y anquilosis, hallazgos en radiografia de sacroilitis
bilateral grado 1V, BASFI de 9.7, BASDAI de 8.9 y 2 afios de evolucion de la

enfermedad (Figura 5).
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Comparacion entre poblacion CD4+ IGFR1+ en liquido sinovial

y sangre periférica de un paciente contra un control.
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Se correlacionaron las variables clinicas estudiadas, tales como los meses de
evolucion, los indices de ASDAS y BASDAI con los resultados obtenidos de IMF
de linfocitos T IGFR-1+. Mediante una correlacion de Spearman se encontré que a
medida que incrementan los meses de evolucion, disminuye la IMF de IGFR-1 en
linfocitos con un valor de R de 0.7321 y una p=0.0297 (Figura 7)

Correlacion de Spearman
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Figura6. Correlacion de Spearman. En el eje de las Y se encuentra la
intensidad media de fluorescencia de IGFR-1 en linfocitos T y en el eje
de X los meses de evolucion de la enfermedad.
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Discusion

En este estudio se analizaron 9 muestras de sangre total de pacientes con
diagnostico de SpA y 1 muestra de liquido sinovial de un paciente con derrame
articular, buscando la expresion de IGFR1 en las poblaciones de granulocitos,
linfocitos T, T CD4+, CD8+, Ty3, NK, NKT mediante citometria espectral.

En cuanto a la prevalencia del gen HLA-B27 en SpA, autores como Jamalyaria et
al. (2017) o Reveille et al. (2019) han reportado que en poblaciones hispanas se
espera un 86% de positividad al gen, y particularmente un 93.8% en la poblacién
mestiza mexicana (LOpez-Larrea et al, 1995) en este estudio evaluamos la
positividad al gen en nuestros pacientes y encontramos un 88% de pacientes con
SpA positivos al gen HLA-B27 (Jamalyaria et al., 2017; Reveille et al., 2019b).
Inicialmente, se buscaba encontrar la diferencia en la expresién de IGFR-1 en
pacientes con JOSpA y SpA de inicio adulto, sin embargo, no se reclutaron a los
suficientes pacientes con JoSpA. De los pacientes reclutados, la media de ASDAS
fue de 2.84 y la media de BASDAI fue de 5.45 lo cual indica que los pacientes
estaban cursando una enfermedad grave, con enfermedad predominantemente
axial, ademas la mayoria de los pacientes presentaron sintomas actuales como
lumbalgia (88%) y artritis (77%).

Este estudio se basa en que los pacientes con JoSpA presentan mayor gravedad
de la enfermedad que los pacientes con SpA de inicio adulto, lo cual se asume que
es debido a factores como IGFR-1. En este sentido estudios previos indican que la
SpA de inicio juvenil difiere de aquella que inicia en la edad adulta, por la presencia
de mayor entesitis y artritis periférica, con una mayor severidad asociada al inicio
temprano de los sintomas (Burgos-Vargas & Granados- Arriola, 1990; Pelaez-
Ballestas et al., 2006; Smith & Burgos-Vargas, 2021).

En cuanto al fenotipo de la artritis, los nifios con JoSpA/ artritis relacionada con
entesitis (ERA) suelen presentar artritis oligoarticular asimétrica que afecta las
grandes articulaciones que soportan peso (rodillas), los tobillos, la parte media del
pie y las articulaciones de la raiz (caderas y hombros) (Gmuca et al., 2017;
Rosenberg & Petty, 1982; J. A. Smith & Burgos-Vargas, 2021b; Weil3 et al., 2017).
Ademas, diversos autores estipulan que un grupo de nifios con JOSpA/ERA tienen
peores resultados que otras categorias de artritis idiopatica juvenil en lo que
respecta a las tasas de remision, el dolor y la calidad de vida (Flatg et al., 2006;
Weiss et al., 2012).

Aun no hay informacién clara sobre cuél es la razon de que la JoSpA sea mas grave
gue la SpA de inicio adulto, es por esto que, entre todos los factores de crecimiento
involucrados con el crecimiento 6seo, buscamos aquel que estuviera relacionado
con el crecimiento Gseo fisioldgico y de la misma manera con la SpA y que este
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pudiese explicar la gravedad de la JOSpA. Es importante mencionar que no existe
informacion previa a este estudio, y que no se logré hacer comparacion entre JoSpA
y SpA de inicio adulto, sin embargo, este estudio proporciona informacién que
muestra una posible funcion de IGFR-1 en la SpA en general.

Asimismo, se ha propuesto la participacion de multiples factores de crecimiento y
formacion 6sea en SpA, tal es el caso de las proteinas Wnt, (Xie et al.,, 2016), DKK1
(Zhang et al., 2016), BMP-2, BMP-6 y BMP-7 (Descamps et al., 2021), sin embargo,
estos factores de crecimiento se asocian a crecimiento 6seo tanto en adultos como
en juveniles, por lo tanto, se propone que IGFR-1 podria explicar la diferencia entre
pacientes con JOSpA y SpA de inicio adulto.

Respecto a la evaluacidon de poblaciones de leucocitos en sangre, en este estudio
se encontrd una tendencia al incremento de IMF de IGFR-1 en, NK y Tyd , ademas
se encontré que hay un incremento significativo en el porcentaje de células T
(p=0.0413) asi mismo se encontré6 que las células T CD4+ expresan
significativamente mas IGFR-1 en pacientes con SpA a diferencia de los controles
(p=0.0391), en este sentido autores como Kooijman et al. (1992) han estudiado la
expresion de IGFR1 en células mononucleares de sangre periférica encontrando
qgue en condiciones fisiolégicas se detectaron numeros relativamente altos de
receptores en monocitos, células NK y células T CD4+ y un numero intermedio de
receptores en células T supresoras/citotoxicas CD8+ (Kooijman et al., 1992).
Ademas, se sabe que, en algunos casos la desregulacién del sistema IGF se ha
relacionado directamente con una funcién alterada de las células T CD4 +. Algunos
pacientes con estas afecciones desarrollan autoanticuerpos activadores contra
IGF1-R, y se ha demostrado que estos anticuerpos suprimen la apoptosis en las
células T CD4 + (Douglas et al., 2007).

Debido a los resultados obtenidos se espera que las poblaciones CD4+ que
expresan IGFR-1 puedan diferenciarse a un fenotipo tipo Th17, de acuerdo con los
resultados de DiToro et al. (2020) la sefializacion del receptor IGFR-1 es capaz de
favorecer un cambio fenotipico en las células T, hacia un perfil proinflamatorio Th17
(con inhibicion del perfil anti-inflamatorio de células Treg). Este perfil Th17 es
altamente relacionado con la inflamacién articular en SpA (DiToro et al., 2020).
Ademas, la expresion alterada de los componentes del sistema IGF se observa en
multiples patologias que involucran un desequilibrio de las células Th17-Treg, como
la AR (Pritchard et al., 2004)

Si bien, no se encontraron diferencias significativas en todos los tipos celulares
estudiados, se sabe que IGFR-1, tiene accion en el sistema inmune, por lo tanto,
podria participar en enfermedades inmunes como la SpA y funcionar como diana
terapéutica para la misma enfermedad. Los factores de crecimiento similares a la
insulina (IGF-1 1 e IGF-Il), sus proteinas de unién (IGFBP) y los receptores que
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median su sefializacion (tipos | y Il IGFR-1), desempefian funciones criticas en el
desarrollo normal, el crecimiento 6seo, el metabolismo de carbohidratos, y
homeostasis en general (Adams et a/., 2000; De Meyts and Whittaker, 2002).
IGFR-1 parece tener impacto sobre la apoptosis hepética, la infiltracion de
neutréfilos en higado (Hijikawa et a/, 2008). Ademas, se ha demostrado que, en
pacientes con quemaduras, la administracion del receptor IGFR-1 tiene efectos en
la reduccion de niveles séricos de IL-13, TNF-a y proteina C reactiva (Jeschke,
Barrow and Herndon, 2000), ademas los niveles circulantes de IGF-I se
correlacionan inversamente con la velocidad de sedimentacién globular y la proteina
C reactiva en pacientes con colitis ulcerosa o enfermedad de Crohn (Street et al.,
2004).

Asi mismo, IGF-l y el IGF-II parecen modificar varios aspectos de la inflamacién, al
menos en parte al influir en las acciones de las citocinas y otros mediadores de
moléculas pequefias. Estos mismos mediadores pueden a su vez alterar la
abundancia de IGF-I y modular sus acciones sobre los tejidos diana (Smith, 2010).
Es asi que, se espera proximamente aumentar la poblacion de pacientes con JOSpA
para identificar el papel de la via IGF-IGFR-1 en pacientes con SpA de inicio juvenil
y de inicio adulto, asi mismo se buscara la relacion de IGFR-1 con la secreciéon de
IL-17 e IL-22 en linfocitos T aislados a partir de muestras de sangre y liquido sinovial.

Conclusiones

e La alta expresion de IGFR-1 en linfocitos CD4+ y la alta frecuencia de
linfocitos totales positivos a IGFR-1 indica una alteracion de esta via en los
pacientes, lo que se podria relacionar con un papel de IGFR-1 en la
inflamacion mediada por células T.

e Se encontré una correlacion clinica negativa en cuanto al incremento de la
intensidad media de fluorescencia de IGFR-1 en linfocitos T de pacientes con
relacion a los meses de evolucion, lo cual indicaria que, en pacientes con
menor tiempo de evolucién de la enfermedad, se encontraria una mayor
expresion de IGFR-1 en linfocitos T, aumentando el efecto de IGF-1 en estas
células y propiciando su efecto inflamatorio en pacientes con menor
evolucion de la enfermedad.
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HOSPITAL
GENERAL
de MEXICO

DR. EDUARDO LICEAGA

Formulario parala recoleccion de datos en pacientes con Espondiloartritis axial
y periférica

Anexo 1.

Datos demograficos y clinicos recogidos por el investigador

Fecha de la visita de escrutinio:
DD MM AAAA

Fecha de toma de muestra: / /

DD MM AAAA

Iniciales del paciente (apellidos, nombre(s)) y L/ [/ J__/ __ ](Ejemplo: AMGO1)
numero de paciente progresivo (01, 02...):

APELLIDOS y NOMBRE # DE PACIENTE

NuUmero de expediente

Fecha de nacimiento _ /[ Actividad Fisica: Si/No
Edad: __ afios Actividad fisica realizada:
Sexo: Masculino / Femenino Tiempo destinado a la actividad fisica:

(Dias, semanas, meses 0

Estado de procedencia:

anos)
Ocupacion: Tipo: Alto impacto / Bajo impacto
Telefono: __________ Tratamiento actual del paciente: Si / No
Correo Electronico: AINE Si/No Anti IL-17 Si/No
Escolaridad: Sulfazalasina Si/No Esteroides Si/ No
o Antimalaricos Si/ No  Metrotexato Si/ No
Estado Civil: Anti TNF Si/No

Grupo étnico: Mestizo / Caucésico / Negro /
Indigena / Desconoce
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HOSPITAL
GENERAL
de MEXICO

SALUD '

SECRETARIA DE SALUD

DR. EDUARDO LICEAGA
Anexo 2.

Antecedentes relacionados con la enfermedad

Antecedentes familiares de primer grado Antecedentes familiares de segundo grado
No No

Desconoce Desconoce

Artritis Psoriasica Artritis Psoridsica

Artritis Reactiva Artritis Reactiva
Espondiloartritis Anquilosante Espondiloartritis Anquilosante
Espondiloartritis Juvenil Espondiloartritis Juvenil
Espondiloartritis Axial Espondiloartritis Axial
Espondiloartritis Periférica Espondiloartritis Periférica
Uveitis Uveitis

cucl cucl

Crohn Crohn

Lumbalgia Inflamatoria Crénica Lumbalgia Inflamatoria Crénica
Factor Reumatoide positivo Factor Reumatoide positivo
HLA-B27 positivo HLA-B27 positivo

Otro: Otro:

Toxicos

Alcoholismo Tabaquismo Otros
No. de copas por mes: No. de cigarros por mes: Especifique tipo de droga:
Afos de consumo: Afios de consumo: Cuénto consume por mes:
Negado Negado Afios de consumo:

Negado

Obesidad Si / No Afios de evolucién: Controlada / Descontrolada
Diabetes Si / No Afos de evolucidon: Controlada / Descontrolada
Hipertensién Si / No Afos de evolucién: Controlada / Descontrolada
Cancer Si / No Afios de evolucion: Controlada / Descontrolada
Osteoporosis Si / No Afos de evolucién: Controlada / Descontrolada
Cardiopatias Si / No Afos de evolucidon: Controlada / Descontrolada
Otra: Afos de evolucién: Controlada / Descontrolada
Antecedentes de traumatismos Si / No Tipo: Tratamiento:
Antecedentes quirdrgicos Si / No Tipo:
Antecedentes de alergias Si / No Tipo:
Utilizacidn de esteroides Si / No Tipo:

Enfermedades

¢, Cual es la enfermedad que describe a su paciente? (Es posible marcar mas de una opcion)

Artritis Psoriasica Espondiloartritis Periférica
Artritis Reactiva Uveitis
Espondiloartritis Anquilosante CUCI / Crohn
Espondiloartritis Juvenil Otra:
SV“ AL CERI/,:,C . , .
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SECRETARIA DE SALUD

Anexo 3.

Sintomas y signos actuales o pasados

HOSPITAL
GENERAL
de MEXICO

DR. EDUARDO LICEAGA

Sintomas y Signos

la articulacion

Sintomas =3 meses de duracion Si/ No

Lumbalgia Si/No

Edad al inicio <45 afios Si/No

Artritis Actual / Pasado / Nunca

Entesitis Actual / Pasado / Nunca

Dactilitis Actual / Pasado / Nunca

Tarsitis Actual / Pasado / Nunca

Uveitis anterior Actual / Pasado / Nunca

Crohn o CUCI Actual / Pasado / Nunca
Psoriasis Actual / Pasado / Nunca

Hallazgos por radiografia

Sacroilitis (al menos grado Il bilateral o grado Il unilateral | Si: (especifique) / No
Evidencia radiologica de formacién ésea en margenes de | Si: (especifique) / No

Escala SpA-TRI
Hallazgos por RM

Laboratorios

Edema oseo en secuencia STIR Si: (especifique) / No
Inflamacion en vainas tendinosas Si: (especifique) / No
Sefales de hiperintensidad en articulaciones Si: (especifique) / No
Sacroilitis Si/ No
Entesitis Si/ No
Dactilitis Si/ No
Tarsitis Si/No

HLA-B27 positivo Si/ No

Factor reumatoide Si/No

PCR por encima del limite normal Si: (cuantificacion
y fecha) / No

VSG Si: (cuantificacion

y fecha) / No
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VN C,
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Modalidad de imagen:

e Sacraoiliitis radiografica:

No

e Sacroiliitis/ledema 6seo en la
secuencia STIR de la RM:

=2 bilateral: Grados: Lado der___Ladoizq _

23 unilateral: E Grados: Lado der___Lado izq __

Modalidad clinica:

HLA-B27 positivo: No hecho

Lista (= 1 de los siguientes) Lista (= 2 de los siguientes)
Dolor dorsolumbar inflamatorio Si No Dolor dorsolumbar inflamatorio Si | No
Artritis Si No Artritis Si | No
Entesitis (talon) Si No Entesitis (talon) Si | No
Uveitis Si No Uveitis Si | No
Dactilitis Si No Dactilitis Si | No
Psoriasis Si No Psoriasis Si | No
Enf Crohn’s/colitis ulcerosa Si No Enf Crohn’s/colitis ulcerosa Si | No
Buena respuesta a AINE Si No Buena respuesta a AINE Si | No
Historia familiar de SpA Si No Historia familiar de SpA Si | No
HLA-B27 Si No HLA-B27 Si | No
Elevacion de PCR Si No Elevacion de PCR Si | No
QLT
oot g Cotomis Doctors Con 252 (59 2789 2000
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Anexo 5.
Indice de la 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)

Evaluacién global del paciente (0-10)

Por favor, ponga una cruz en el nimero que mejor represente el nivel con el que usted se sienta mayormente
identificado, durante la semana pasada

.¢Cuéanto dolor ha tenido en la zona lumbar?
N A R

=

Ausente Muy intenso

2.¢;Cuanto le dura la rigidez matutina?

BRI

Poco tiempo Mucho tiempo

3.¢;Cual es la evaluacion global del paciente de la actividad de la enfermedad?
0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7‘8‘9‘10

Leve Grave

4.;,Cuanto dolor o tumefaccion suele tener en sitios periféricos?

BN R R R R

Poco Mucho

4..Qué cantidad de Proteina C reactiva presenta el paciente en sangre periférica?

v Ceryg,
Sp\\ A /o)
RO %o
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Anexo 6.
Manifestaciones articulares y extra-articulares

Manifestaciones extra-articulares

Manifestacion Especificacion Tratamiento
Uveitis ¢, Ha presentado episodio de uveitis? Si/ No -AINE sistémico:
¢ Fue diagnosticado por el oftalmélogo? Si/ No -Gotas oftalmicas de AINE:
¢Enquéfecha? _ [/ _/ -Gotas oftalmicas de
¢sLe dieron tratamiento? Si / No corticoesteroide:
-Glucocorticoides sistémicos:
-Farme clasico:
-Farme biologico:
-Otro:
Psoriasis ¢, Ha presentado episodio de psoriasis? Si/ No -Aplicacion local de
¢ Fue diagnosticado por el dermatélogo? Si/ No corticoesteroides:
¢(Enquéfecha? /] -Terapia PUVA:
JLe dieron tratamiento? Si/ No -Farme clasico:
-Farme biologico:
-Otro:
Enfermedad ¢,Ha presentado episodio de EIl? Si/ No -Esteroides via rectal:
Inflamatoria ¢ Fue diagnosticado por colonoscopia? Si/ No -Compuestos 5-ASA:
Intestinal (EII) ¢Enquéfecha? _ /| -Corticoesteroides orales:
¢Le dieron tratamiento? Si/ No -Farme clasico:
-Farme biologico:
-Otro:

Manifestaciones articulares !

Hombros ¢, Ha presentado compromiso articular de hombros? | -AINE sistémico:
Si/No -Farme clasico:
Bilateral / Unilateral -Farme biologico:
¢(Enquéfecha? /| | -Otro:

Cadera ¢, Ha presentado compromiso ) de la articulacion de -AINE sistémico:
cadera? Si/No -Farme clasico:
Bilateral / Unilateral -Farme biologico:
¢Enquéfecha? /| |/ -Otro:

Artritis ¢,Ha presentado algun eplsodlo de artritis? Si/ No -AINE sistémico:
¢En qué region(es) del cuerpo? -Farme clasico:
¢, Fue identificada por el reumatdlogo? Si/No -Farme biologico:
¢, COmo suele presentarse? -Otro:

Transitorio / Continuo / Intermitente

(AL Cer TiEy
Q\OSV‘ "-\40
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Conteo articular de los miembros inferiores

Derecha Izquierda
Articulacion Disminucion Disminucion
Dolor Inflamacion de la Dolor Inflamacion dela
movilidad movilidad
Coxofemoral Si| No | ---m-mmomee- Si No Si| No | -----m-memme- Si No
Rodilla Si| No Si No Si No Si| No | Si No Si No
Tobillo Si| No Si No Si No Si| No | Si No Si No
Tarso Si| No Si No Si No Si| No | Si No Si No
MTF1 Si| No Si No Si No Si| No | Si No Si No
MTF2 Si| No Si No Si No Si| No | Si No Si No
MTF3 Si| No Si No Si No Si| No Si No Si No
MTF4 Si| No Si No Si No Si| No Si No Si No
MTF5 Si| No Si No Si No Si| No Si No Si No
Sacroiliaca Si| No | -- - Si| No | --- S| -

v Ceryg,
VN /o)
RO %o
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Anexo 8.

INDICE FUNCIONAL BASFI

Por favor ponga una cruz en el nimero que mejor represente el nivel de habilidad que tuvo usted en cada una
de las siguientes actividades, durante la semana pasada

1. Ponerse las medias o los calcetines sin ayuda ni aparatos (ej. un gancho para los calcetines

I N N D R A R R

facil imposible

2. Inclinarse hacia delante, doblando la cintura, para recoger una pluma del piso, sin ayuda de un aparato

0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7‘8‘9’10

facil imposible

3. Alcanzar algo que se encuentra en una repisa (estante) alta sin ayuda o aparatos (ej. un jalador)

0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7‘8‘9‘10

facil imposible

4. Levantarse de una silla que no tenga apoya-brazos, sin usar sus manos ni ninguna otra ayuda

0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7‘8‘9‘10

facil imposible

5. Levantarse del piso sin ayuda, estando acostado en el suelo boca arriba

0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7‘8‘9‘10

facil imposible

6. Estar parado sin apoyo por 10 minutos, sin molestias

0‘1‘2‘3‘4‘5‘6‘7‘8‘9‘10

facil imposible

7. Subir de 12 a 15 escalones sin usar el pasamanos ni una andadera, subiendo los escalones de uno en uno

N S N B I I I I N

facil imposible

8. Mirar por encima del hombro sin girar su cuerpo

I N N N A R

facil imposiblE

9. Hacer actividades que necesiten un gran esfuerzo fisico (por ejemplo ejercicios de fisioterapia, jardineria y deportes)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

facil imposible

10. Hacer actividades que duren todo el dia, sea en casa o en el trabajo

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
facil imposible
Q\OS"“ a Cer W/C"’oo
0T — Paciente: [ / / I / ]
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Anexo 9.

INDICE DE ACTIVIDAD (BASDAI)

Por favor marque con una cruz en cada una de las escalas de abajo, para indicar las respuestas relacionadas a como se
sinti6 usted la semana pasada.

1. ;,Cémo describiria el grado de cansancio o fatiga que 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 la cadera?

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Nada muy intenso

3. ¢Qué tanto dolor o inflamacion ha tenido en otras articulaciones, diferentes al cuello, la espalda o la cadera?

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Nada muy intenso

4. ¢ Qué tanto malestar ha tenido en sitios que duelen al tocar o al presionar?

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

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 9 10

Nada muy intense

6 ¢ Cuanto le dura esarigidez?

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0 horas 1 hora 2 horas o mas

v Ceryg,
Sp\\ A /o)
RO %o
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Anexo 10.
INDICE DE MOVILIDAD (BASMI)
Columna cervical Flexion
Extension
Rotacion

Distancia occipucio-
pared

Distancia trago-pared

Columna dorsolumbar

Flexion anterior

Shoéber modificado

Distancia dedo-piso

Flexion lateral

Expansion toracica

Cadera

Distancia intermaleolar

Rotacioén interna de
cadera

v Ceryg,
VN /o)
RO )
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Anexo 11.
Esquema del numero de articulaciones afectadas
| TN
\e\osv\xkt\?ERI/f,c4oo
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¢ El paciente ha presentado alguna vez un episodio de tarsitis relacionado a Espondiloartritis?

Si/No
¢ En qué fecha ocurrio el primer episodio? __/ __/
Bilateral / Unilateral
¢,Hubo dolor en el pie? Si/No ¢Escala de EVA?
¢, Hubo aumento de volimen? Si/ No
¢ Tuvo limitacion de la movilidad? Si/ No
¢ Fue diagnosticada por el reumatélogo? Si/ No
¢ Fue realizado un estudio de imagen?
a. Ultrasonografia / Radiografia / Resonancia Magnética
Indigue la localizacién de la tarsitis en las figuras

(300 ra
Yo TR
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10.Fue necesario el tratamiento para tarsitis? Si / No
11.Especifique cuales

a. AINE sistémico:
b. Corticoesteroide sistémico:
c. FARME Clasico:

d. Farme biolégico:

v Ceryg,
VN /o)
RO )
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Of. No. HGM-DG 255-D1-2023

£I99

Ciudad de México a 26 de mayo 202

del 2023

DR. RUBEN BURGOS VARGAS
REUMATOLOGIA

PRESENTE

Por medio de |a resente hago de su conocimiento que el protocolo titulado. “PAPEL DE LA VIA IGF-1 IGFR-1
} EN LA PRODU(?ClON th IE-17 E IL-22 EN PACIgNTESpCONESPONDILOARTRITIS DE INICIO JUVENIL",
{ con clave de registroDI/23/404-A/04/10, fue presentado al Comité de Etica en Investigacién, al Comité de
5 Investigacion y al Comité de Bioseguridad, quienes dictaminaron su AP RO B A C 10 N, por lo que puede
i iniciar su investigacion

Sin mas por el momento, quedo de usted.

Nota: Usted registro el proyecto con el tipo de financiamiento 04 (Apoyo Federal), por lo tanto, sélo
incluye la compra de reactivos o insumos y estudios de gabinete o Iaboratoriq. _—

**El apoyo dependera del presupuesto de la Direccién de Investigacién, previo a su apoyo debera acudir
al area de administracién para conocer el proceso.

Atentamente
Director de Investigacién

JM
DR. EUSTACIO GALILEO(ESCOBEDO GONZALEZ

ION DE INVESTIGACION N \ spum
gljgmis 148,Doctores, Cuauhtémoc, 06720 Ciudad de México, COMX anci;c-—o
Tel: (55) 2789 2000 eXT. 5658,5656 vewrw,hgm.saludgob.mx 3 VI LLA
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

)

Comision de Bioseguridad .:,ﬂ g.
| =) =

DR. ROMERO LOPEZ JOSE PABLO
PRESENTE

Por este medio informo a Usted que su proyecto:

“Papel de la via IGF-1/ IGFR-1 en la produccion de IL-17 e IL-22 en pacientes con
espondiloartritis de inicio juvenil”

gue serd sometido a la convocatoria: Comité de Etica e Investigacion del Hospital General
de México.

Cumple con los requisitos establecidos por las leyes y normas en materia de Bioseguridad,
razén por la cual se avala para su desarrollo.

POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU
Los Reyes lztacala, a los 14 dias del mes de marzo del 2023

M.C: ico Sandoval Olvera
Presidente
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