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RESUMEN

La artritis reumatoide (AR), una enfermedad autoinmune caracterizada por la
inflamacion cronica de las articulaciones. Se conoce que la hormona prolactina (PRL)
tiene efectos inmunomoduladores y que algunos pacientes con AR presentan
hiperprolactinemia. Por otra parte, la lactancia, que se acompafia por altos niveles de
PRL en circulacion, puede reducir el riesgo y la progresién de AR. En este trabajo se
investigo el efecto de la hiperprolactinemia sobre la inflamacion de las articulaciones en
un modelo de AR inducida por adyuvante completo de Freund (ACF) en ratas. La
administracion subcutanea continua de haloperidol, un antagonista de receptores
dopaminérgicos tipo D2 que estimula la produccion de PRL, fue utilizado para inducir
hiperprolactinemia. El tratamiento con haloperidol 3 dias antes de la inyeccion de ACF,
contrarresto el desarrollo de la artritis, evaluada mediante la inflamacion, el dolor y la
expresion de mediadores pro-inflamatorios (iNOS, TNF-a, IL-1B, INF-y, IL-6, MMP-3,
MMP-9, MMP-13) en el tobillo y la disminucién de peso corporal, que ocurren dentro de
los 10 a 21 dias después de la inyeccion de ACF. El haloperidol produjo
hiperprolactinemia solamente durante los primeros 14 dias después del ACF, sugiriendo
que la hiperprolactinemia durante las primeras etapas de la artritis es suficiente para
proteger contra la progresion de la enfermedad durante al menos 21 dias. Estos
hallazgos apoyan el valor protector del haloperidol contra la progresion de la AR. Sin
embargo, es necesaria mayor investigacion para clarificar los mecanismos de este

efecto protector.



SUMMARY

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease characterized by joint inflammation.
The hormone prolactin (PRL) exerts immunoregulatory effects, and can be elevated in
the circulation of patients with RA. Moreover, breast-feeding, which is accompanied by
high circulating PRL levels, can reduce the risk of RA. Here, we investigated the effect
of hyperprolactinemia on joint inflammation by using the adjuvant-induced RA model in
rats. The subcutaneous placement of tablets containing haloperidol, a dopaminergic D2
antagonist resulting in the pituitary secretion of PRL, was used to induce
hyperprolactinemia. Haloperidol treatment initiated 3 days before the injection of
complete Freund's adjuvant (CFA) counteracted arthritis development, evaluated by the
progressive increase in hind paw swelling, pain, expression of pro-inflammatory
mediators (iNOS, TNF-a, IL-1B, IFN-y, IL-6, MMP-3, MMP-9, MMP-13), and the
reduction of body weight occurring within 10 to 21 days after CFA injection. Haloperidol
produced hyperprolactinemia only during the first 14 days after treatment, suggesting
that high levels of circulating PRL during the early stages of CFA-induced arthritis are
enough to protect against the progression of the disease for at least 21 days. These
findings reveal haloperidol to be a promising therapeutic agent for controlling the
progression of RA. Further investigation is needed to clarify the mechanism(s) mediating
the protective effect of haloperidol on arthritis progression at different stages of the

disease.
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l.  INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune e inflamatoria cronica con
una evolucién generalmente progresiva que se caracteriza por afectar principalmente a
las articulaciones. En la AR, el proceso inflamatorio se centra en la membrana sinovial e
involucra la proliferacion de células locales, infiltracion de células del sistema
inmunoldgico y produccion de mediadores de inflamacion, en conjunto estos factores
promueven la formacion del pannus, un tejido inflamatorio hiperplasico que conlleva a la
destruccion de la articulacion. Se estima que la AR afecta al 1% de la poblacion mundial
y que el 75% son mujeres, lo cual sugiere la influencia de hormonas ligadas al sexo en
la fisiopatologia del padecimiento. Dentro de estas hormonas se encuentra la prolactina
(PRL), una hormona adenohipofisiaria, que posee efectos sobre el metabolismo, la
reproduccion y la inmunomodulacion. En esta Ultima categoria, el receptor de la PRL se
expresa en las células de la articulacion (condrocitos y osteoblastos) y en las células del
sistema inmune, donde la PRL puede ejercer acciones estimulatorias o inhibitorias
sobre la proliferacion, la supervivencia y la secrecién de mediadores de inflamacion.
Estas acciones opuestas parecen depender de la concentracion de la PRL y de las
condiciones del microambiente. La asociacion entre la PRL y la AR se apoya en que
algunos pacientes con AR cursan con hiperprolactinemia, pero la relacion con la
actividad del padecimiento no es clara. En este estudio se investigo la influencia de la
PRL sobre la progresion de la AR experimental utilizando haloperidol, un antagonista de
los receptores D2 a dopamina que incrementa los niveles circulantes de PRL. A
continuacion se revisan aspectos generales de los antecedentes de este proyecto y se

presentan y discuten los resultados obtenidos.



II. ANTECEDENTES
[I.1. ARTRITIS REUMATOIDE
[1.1.1 Generalidades

La AR es una enfermedad autoinmune que se caracteriza por inflamacion poliarticular,
rigidez, dolor y la progresiva destruccion de las articulaciones. Este padecimiento afecta
por lo general a las pequefas articulaciones méviles de las manos y los pies, aunque
con frecuencia resultan comprometidas otras articulaciones (Figura 1). El padecimiento
ocasiona incapacidad fisica por la pérdida de movimiento y deformidad de las
articulaciones, conllevando lentamente a una disminucion de la calidad de vida y muerte
prematura debido a inflamacién sistémica que puede afectar otros sistemas del cuerpo
(Scott y Steer, 2007).

columna vertebral cadera

rodillas manaos

pies

Figura 1. Las articulaciones cominmente afectadas en la artritis reumatoide. Dentro de ellas se
incluyen a las de la columna vertebral, la cadera, las mufiecas, los dedos de pies y manos, los
tobillos, los codos, los hombros y las rodillas. En estas articulaciones la inflamacion local

produce deformidad, dolor e inmovilidad (Modificado de Scott y Steer, 2007).
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[1.1.2 Epidemiologia
Se estima que la AR afecta al 1% de la poblacion mundial (Gabriel, 2001). La
prevalencia incrementa con la edad, afectando aproximadamente al 8% de personas
entre los 18 a los 40 afios de edad; al 29% entre los 45 a los 64 afios y al 50% de los
individuos mayores de 65 afios (CDC, 2006). La prevalencia es también
significativamente mayor en mujeres que en hombres, en una relacion 3:1 (Alamanos y
Drosos, 2005).

La incidencia de la AR es relativamente constante en muchas poblaciones. Sin
embargo, hay algunas excepciones interesantes. En América del norte y el norte de
Europa, se presenta el mayor indice de AR, en un rango de 20 a 50 casos nuevos por
100,000 habitantes en 5 afios. En contraste, la incidencia en poblaciones africanas,
asiaticas y del sur de Europa es menor, presentdndose de 9 a 24 casos nuevos por
cada 100,000 habitantes en 5 afios. La informacion concerniente a la incidencia de AR

en los paises en desarrollo es aun desconocida (Silman y Pearson, 2002).

[1.1.3 Etiologia
Aunque la etologia de la AR es desconocida, diversos estudios sugieren que se trata de
una enfermedad multifactorial, que surge como resultado de la combinacion de
predisposiciones genéticas especificas, factores ambientales y factores hormonales,

que promueven la autoinmunidad (Gabriel, 2001).

En el desarrollo de la AR subyace un fuerte componente genético que supone
aproximadamente un 50% de los componentes desencadenantes de la enfermedad
(Tobon et al.,, 2010). La contribucion de un componente genético se sustenta en
estudios con gemelos univitelinos, en donde se ha demostrado que comparten un 12%
el riesgo de desarrollar artritis, mientras que en los gemelos no idénticos el riesgo es
menor de 2 a 5% (McCarty y Bundy, 2008).

Dentro de los genes asociados al incremento en la susceptibilidad y severidad de la AR,

se encuentran los que codifican para los antigenos leucocitarios humanos (HLA, por
3



sus siglas en inglés), proteinas presentes en la membrana celular de células inmunes y
otros tipos celulares. Los HLA se encargan de presentar antigenos a los linfocitos T,
con lo que intervienen en el mantenimiento de la tolerancia frente a lo propio y a la
regulacion de la respuesta inmune adaptativa frente a patdogenos (Raychaudhuri, 2010).
Los genes que codifican para los HLA se localizan en el locus denominado complejo
principal de histocompatibilidad (MCH, por sus siglas en inglés) y su expresion genera
dos tipos de productos proteicos que se denominan moléculas HLA de clase | y de
clase Il. En humanos, los HLA de clase Il son codificados por tres diferentes loci, DR,
DQ y DP. En el caso de la AR, la mayor susceptibilidad para el desarrollo de la
enfermedad se encuentra en la secuencia DR y parece restringirse a cinco aminoacidos
(QKRAA) presentes en la region hipervariable de la proteina resultante (Liao et al.,
2009).

Sin embargo, la asociacién de las moléculas HLA con la AR solo explica el 40% de la
influencia genética. Otro gen asociado con la AR es el que codifica para la tirosina
fosfatasa PTPN22, donde algunos polimorfismos ocasionan una insuficiencia para
eliminar las células T auto-reactivas durante la seleccion timica, predisponiendo de esta

forma a la autoinmunidad (Tobon et al., 2010).

En la etiologia de la AR se sugiere también la contribucién de factores ambientales. Por
ejemplo, el incremento en el consumo de cigarros conduce a un mayor riesgo de AR.
Adicionalmente, se ha reportado que factores como la exposicion ocupacional a silicas
y asbestos, la obesidad, y el estrés también podrian conllevar a un incremento del
riesgo de AR. Mientras que, una dieta a base de pescado y vegetales, el uso de
anticonceptivos orales y el consumo de alcohol, podria disminuir el riesgo de AR
(Symmons et al., 1997; Olsson et al., 2000; Oliver y Silman, 2006; Liao et al., 2009).

Asimismo, se ha descrito la asociacion de agentes infecciosos al desarrollo de la AR, en
virtud de su capacidad de inducir procesos inflamatorios. Dentro de los micro-
organismos asociados, se encuentran los virus como el Eptstein-Barr, el Parvovirus

B19, el de la Hepatitis B y de la Rubéola. Ademas se incluyen las bacterias: Proteus
4



mirabilis, Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli y Porphyromonas gingivalis
(Tobon et al., 2010).

La gran prevalencia de la AR en las mujeres sugiere que las hormonas ligadas al sexo
podrian estar implicadas en el desarrollo de la enfermedad. Esta consideracion se
apoya en observaciones realizadas en pacientes embarazadas con AR, donde el
embarazo produce la remision de la enfermedad (Silman y Pearson, 2002). Se ha
propuesto que la remision de la AR durante el embarazo sea consecuencia de los altos
niveles de estrégenos y progesterona que se conoce ejercen un papel inmunosupresor
al inhibir la respuesta inmunitaria ejercida por los linfocitos Thl, que son los principales

mediadores de la patogénesis de la AR (van Zeben et al., 1990).

Por otra parte, la influencia de la lactancia sobre la progresion de la AR es controversial.
Diversos estudios sugieren, una exacerbaciéon de la enfermedad particularmente
durante los tres primeros meses postparto asociada posiblemente a la disminucion de
los niveles de hormonas esteroides y al incremento en los niveles de la PRL (Brennan y
Silman, 1994; Hampl y Papa, 2001). Sin embargo, estudios mas recientes muestran
que un mayor periodo de lactancia (> 12 meses) se asocia con una reduccion

significativa del riesgo de la AR (Karlson et al., 2004; Pikwer et al., 2009).

[1.1.4 Diagnostico y Tratamiento
Generalmente, el diagnostico de la AR se realiza aproximadamente seis meses
después del inicio de la presentacion de los sintomas. Los sintomas tipicos de los
pacientes con AR incluyen inflamacién, dolor articular leve, rigidez y fatiga. Se
establece que el diagnostico diferencial de AR requiere de una puntuaciéon = 6.0 en los
criterios de evaluaciéon establecidos por el Colegio Americano de Reumatologia 2010
(ACR) y la Liga Europea Contra el Reumatismo (EULAR) (Funovits et al., 2010) (Tabla
1). El curso de la enfermedad puede variar considerablemente entre los diferentes
pacientes. Puede ocurrir una remision en etapas tempranas o bien el padecimiento

puede establecerse y progresar rapida o lentamente (Scott et al., 2010).



Tabla 1. Conjunto de variables y puntuacién para el diagndstico de pacientes con AR
(Modificado de Funovits et al., 2010).

= 1 articulacion grande

Compromiso o 1
P = 2-10 articulaciones grandes

. . , . 2
Articular = 1-3articulaciones pequefias (con o sin compromiso de
articulaciones grandes)
= 4-10 articulaciones pequefias (con o sin compromiso de 8
articulaciones grandes)
= >]10 articulaciones (al menos 1 articulacion pequefia) 5
Serologia = FR negativo y ACPA negativo 0
= FR débil positivo o ACPA débil positivo 2
= FR fuerte positivo o0 ACPA fuerte positivo 3
Reactantes de Fase = PCR Normal y VSG normal 0
Aguda = PCR anormal o VSG anormal 1
Duracion de los s <6 semanas 0
Sintomas »= >6semanas !

FR: Factor Reumatoide, ACPA: Anticuerpo Anti-proteina Citrulinada, PCR: Proteina C-reactiva, VSG: Velocidad de Sedimentacion Globular.

Diversos estudios, enfatizan la importancia de un tratamiento médico intensivo en las
primeras etapas de la enfermedad. Aparentemente, intervenciones tempranas parecen
marcar una gran diferencia en la evolucion de la enfermedad, inclusive en algunos
casos se puede reducir o detener su progresion (van der Heide et al., 1996). El
tratamiento estandar incluye la administracion de anti-inflamatorios no esteroideos
(AINES), los cuales proporcionan cierto alivio del dolor y la rigidez, pero no mejoran las
alteraciones estructurales de la articulacion ni la discapacidad fisica asociada. Ejemplos
de AINES comunmente utilizados son el ibuprofeno y naproxeno (Smolen y Steiner,

2003). La principal desventaja del uso prologando de este tratamiento es que los

6



pacientes pueden experimentar problemas gastrointestinales. Algunas veces, en las
primeras etapas de la enfermedad también se prescriben corticoesteroides, sin
embargo su uso es limitado debido a su potente efecto anti-inflamatorio que trae

consigo diversos efectos secundarios como infecciones y osteoporosis (O'Dell, 2004).

Una alternativa a los AINES y a los corticoesteroides, es el empleo de farmacos anti-
reumaticos modificadores de la enfermedad (FARMES) como el metotrexato, la
ciclosporina A y leflunomida. De estos inmunosupresores, el mas utilizado es el
metotrexato. Aunque el tratamiento con FARMES, detiene o retarda el curso de la AR,
se ha demostrado que el tratamiento a largo plazo es limitado por la pérdida de eficacia

y el desarrollo de efectos adversos graves (Emery et al., 2000).

Recientemente, la comprension de la participacion de las citocinas pro-inflamatorias en
la fisiopatologia de la AR, ha permitido el desarrollo y uso de agentes biolégicos
dirigidos contra el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a; etanercept, infliximab y
adalimumab) y la interleucina-1p (IL-1B; anakinra). Ademds, se han desarrollado
terapias prometedoras que bloguean la co-estimulacion de las células T (abatacept) y
las células B (rituximab). El uso de estos anticuerpos capaces de inactivar moléculas
primordiales como el TNF-a y la IL-1, producen importantes mejoras en los sintomas y
signos de la enfermedad. La mayor desventaja de estos tratamientos es el alto costo

que poseen y la variabilidad de la respuesta (Tayar y Suarez-Almazor, 2010).

1.2 INFLAMACION
[1.2.1 Generalidades
El término inflamacién se refiere fundamentalmente a la reaccién de defensa del
organismo a la presencia de un estimulo dafiino, cuya naturaleza puede ser fisica,
quimica o bacteriana y que es diseflada para liberar al organismo tanto de la causa
inicial de la lesion como de las consecuencias del dafio. Clasicamente la inflamacion se
ha considerado integrada por cuatros signos de respuesta vascular en el area afectada:
calor, rubor, tumor y dolor. El calor y el rubor se deben a las alteraciones vasculares

que determinan una extravasacion sanguinea en el sitio de la lesion. El tumor se
7



produce por el edema y cumulo de células del sistema inmunolégico, mientras que el
dolor es producido por la presion que ejerce el exudado inflamatorio sobre las
terminaciones nerviosas del dolor y depende de la interaccion de diversos mediadores
quimicos entre los que se incluyen la histamina, la serotonina y la bradicidina
(Trowbridge y Emling, 1997; Medzhitov, 2010).

[1.2.2 Proceso Inflamatorio
La respuesta a la agresion que desencadena un proceso inflamatorio puede dividirse de
forma esquematica en tres fases secuenciales: inicialmente en la fase | tiene lugar la
liberacion de mediadores de inflamacion por los mastocitos (Figura 2) que incluyen a la
histamina, el factor activador de plaquetas (PAF), enzimas proteoliticas, la heparina y el
acido araquidonico, que a su vez conllevan a la sintesis local de prostaglandinas,
leucotrienos y tromboxanos. Estos mediadores promueven la vasodilatacion, la
permeabilidad vascular e inducen la adhesion leucocitaria al endotelio vascular. Estas
acciones resultan en edema y la consecuente extravasaciéon de inmunoglobulinas,
factores del complemento y proteinas de fase aguda, entre otras. Ademas determinan
la llegada de células del sistema inmunoldgico, tales como basdfilos, eosindfilos,
neutréfilos y monocitos que promueven respuestas del sistema inmunologico
especificas y no especificas (Trowbridge y Emling, 1997; Serhan, 2010). En la fase |l
los macréfagos vy linfocitos T activados secretan localmente citocinas pro-inflamatorias
como la IL-1pB, el TNF-a, el interferon-y (INF-y) y la interleucina-6 (IL-6). Las citocinas
pasan al torrente sanguineo, reclutan a mas células del sistema inmunolégico y
estimulan la secrecidn de pirébgenos enddégenos que llegan a ocasionar fiebre. En la
fase lll, esta situacion pro-inflamatoria se mantiene hasta resolver la infeccién o lesion y
restablecer la homeostasis (Figura 2). Como la mayor parte de las respuestas
inmunitarias, el fenémeno inflamatorio se encuentra estrechamente regulado, evitando,
asi una respuesta exagerada o perjudicial. Algunos de los mediadores que producen
activacion, al variar su concentracion o actuar sobre distintos receptores, van a producir
inhibicion, consiguiendo, de esta forma, un equilibrio o modulacion de la respuesta
inflamatoria. Ahora bien, cuando las causas de la agresién han desaparecido o han sido

eliminadas por la propia respuesta inflamatoria, se inician los procesos que van a
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determinar la reparacion total o parcial de los tejidos dafiados (Bone, 1996). Sin
embargo, en ocasiones, el agente dafiino puede persistir y la inflamaciéon tornarse
cronica. Asi, también es posible que la inflamacién crénica se presente como un evento
primario, no precedido de inflamacién aguda. Tal es el caso de los padecimientos

autoinmunes, entre los que se incluye la AR.

(a) (b) (c)

. hinchazdn
dafin

reparacion tejido

bacterias
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inflamacitn
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resolucion de la
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inflamacitn
plaquetas

PMN
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Figura 2. Proceso Inflamatorio. La respuesta a un dafio desencadena un proceso inflamatorio
que inicia con (a) liberacibn de mediadores de inflamacibn que producen alteraciones
vasculares y efectos quimiotacticos que favorecen (b) la llegada de moléculas y células inmunes
desde la circulacion al foco inflamatorio. La respuesta (¢) se mantiene hasta resolver la lesion
integrando una serie de mecanismos tendentes a finalizar o equilibrar el proceso. Cuando las
causas de la agresion desaparecen o0 son eliminadas, se inician los procesos que van a
determinar la reparacion total o parcial de los tejidos dafiados. PMN: células polimorfonucleares.
(Modificado de Serhan et al., 2010).

[1.2.2 Inflamacion Aguda y Crénica
Las reacciones inflamatorias conllevan a la acumulacion y activacion de células del
sistema inmunoldgico y de proteinas plasmaticas en el foco de infeccion o lesion que de
acuerdo con su duracién se definen como agudas o crénicas. La inflamacion aguda se
refiere a la respuesta abrupta al dafio por un periodo de duracion corto (menos de unos
cuantos dias o semanas). Sin embargo, si el estimulo dafiino es persistente, se
convierte en una inflamacién cronica. La inflamacion aguda se caracteriza por un

aumento en la vasodilatacién, vasopermeabilidad y edema. En el edema, la
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extravasacion de fluido presenta concentraciones variables de proteinas y células
inmunes (frecuentemente neutréfilos). Por su parte, la inflamacion cronica se presenta
cuando el proceso inflamatorio persiste més de varios dias y semanas y se caracteriza
por la infiltracién de células del sistema inmunoldgico, principalmente linfocitos, células
plasmaticas y macréfagos, que estimulan la secreciéon de mediadores de inflamacion
gue perpetdan la respuesta inflamatoria a través de mecanismos que incluyen la
estimulacién de la proliferacion de las propias células inmunes, los fibroblastos y las
células endoteliales (angiogénesis) (Trowbridge y Emling, 1997; Serhan, 2010).

[1.3 Destruccion de la articulacion en la AR
[1.3.1 Estructura de la articulacién
Una articulaciéon es el area en donde dos o mas huesos se unen. Basada en su
estructura anatdmica, las articulaciones se clasifican comunmente en: fibrosas,

cartilaginosas y sinoviales (Barbe et al., 2009).

Particularmente, las articulaciones sinoviales (Figura 3), son el tipo de articulacién mas
comun y estan conformadas por los extremos finales de los huesos recubiertos por
cartilago hialino. Los dos huesos estan unidos por una capsula de tejido fibroso y
separados por una cavidad articular. En su cara interior, la capsula esta recubierta por
la membrana sinovial que secreta liquido sinovial el cual lubrica la articulacion y nutre al
cartilago (Allan, 1998).

[1.3.1.1 C4psula articular y membrana sinovial
La capsula articular estd compuesta por dos capas de tejido conectivo. La capa externa
es una membrana fibrosa y consiste de fibras de colagena, esta capa rodea por
completo a la capsula y se adhiere a los huesos adyacentes. Aunque es escasamente
vascularizada, esta capa esta ampliamente inervada por una gran variedad de fibras
somatosensoriales, que median las sensaciones de dolor, propiocepcion, presion y
vibracion. Por otro lado, la capa interna es la membrana sinovial, una estructura
altamente vascularizada, con aspecto rosado y uniforme que carece de inervacion
(Zamorani y Valle, 2007).
10
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Figura 3. Anatomia general del las articulaciones sinoviales. Dibujo esquematico de una vista
transversal de la articulacion sinovial de la rodilla, se sefiala cada componente (Modificado de
Barbe et al., 2009).

La membrana sinovial comprende de dos a tres capas de células de espesor y esta
formada por los sinoviocitos que pueden ser de dos tipos e igual proporcién: las células
de tipo A (macréfagos) y de tipo B (fibroblastos), encargadas de producir y reabsorber
el liquido sinovial y de eliminar los desechos de la cavidad articular. Esta membrana
carece de células epiteliales, membrana basal y uniones estrechas. En su lugar, se
trata de una asociacién de células libres en una matriz extracelular, intercaladas por
fiboras de colagenos y otras proteinas de matriz. La organizacion porosa de la
membrana permite la difusibn de nutrientes y probablemente, esta arquitectura
favorezca la acumulacibn de complejos inmunes en la articulacion (Breshnihan y
Flanagan, 2009).

[1.3.1.2 Liquido sinovial
El liquido sinovial, consiste de un fluido formado por &cido hialurénico, lubricina y
glicoproteinas. Este fluido viscoso, reduce la friccion entre las superficies articulares y
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provee nutrientes para los condrocitos del cartilago articular (Berumen-Nafarrate et al.,
2002).

[1.3.1.3 Cartilago articular
El cartilago es un tejido avascular y aneural que recibe nutrientes por difusién del
liquido sinovial y esta compuesto por un solo tipo de células denominadas condrocitos.
Estas células producen la matriz extracelular del cartilago constituida por agua,
proteinas como la coladgena, principalmente la del tipo Il y los proteoglicanos (Tatari,
2007). La importancia de este tejido firme y flexible, radica en la funcion que realiza al
soportar las cargas compresivas y evitar el roce de las superficies déseas (Bhosale y
Richardson, 2008). Una caracteristica particular del cartilago es que presenta una
limitada capacidad de reparacion, dada por la baja tasa de proliferacion y recambio de
los condrocitos (Riesle et al., 1998). Aunado a esto, el sometimiento de las
articulaciones a traumas y procesos inflamatorios, también originan dafio, reduciendo

sus posibilidades de regeneracion.

[1.3.2 Inflamacion de la articulacion
La AR, se desencadena por factores desconocidos que inducen el que proteinas
propias (auto-antigenos) sean reconocidas como extrafias por el sistema inmunoldgico
conduciendo a un proceso inflamatorio crénico. El inicio de la presentacion de auto-
antigenos, llevada a cabo por las células presentadoras de antigeno (CPA) que activan
a los linfocitos Thl (CD4"), tiene lugar en la articulacion. Este proceso estimula la
produccion de citocinas pro-inflamatorias que inducen la infiltracion de células del
sistema inmunolégico a la cavidad articular (linfocitos T, basofilos, neutrofilos,
eosinofilos) y la proliferacion de linfocitos B con el consiguiente incremento en la
produccion de anticuerpos (Firestein, 2003; Goldring, 2003). Ademas, la membrana
sinovial sufre una marcada hiperplasia a partir de células locales (macrofagos,
fibroblastos y endotelio vascular), lo que aunado a la infiltracion y proliferacién de
células del sistema inmunoldgico conlleva a la formaciéon de un frente inflamatorio
denominado pannus (Figura 4). El pannus incrementa ain mas la produccién de

citocinas pro-inflamatorias, como el TNF-a, la IL-1B y el INF-y. Diversos estudios han
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sefalado que la IL-1B y el TNF-a juegan un papel critico en la perpetuacion y capacidad
destructiva del pannus en los pacientes con AR (Brennan et al., 1992; van den Berg y
Bresnihan, 1999). Por ejemplo, la sobre-expresion de TNF-a en ratones transgénicos

resulta en un cuadro de poliartritis con similitud a la AR (Keffer et al., 1991).

Las citocinas actian aumentando la sintesis de enzimas proteoliticas (metaloproteasas
de matriz (MMP), agrecanasas y proteasas de serina, etc.) (Krane et al.,, 1990) las
cuales promueven la degradacion de la matriz extracelular del cartilago y el hueso.
Ademas, las citocinas estimulan la produccion de mediadores inflamatorios como el
oxido nitrico (NO) que promueve la muerte por apoptosis de los condrocitos articulares
(Blanco et al., 1995).

La inflamacion junto con el dolor son sintomas iniciales de la AR y son seguidos por
varios grados de destruccion de la articulacion. En general, el dolor deriva directamente
de los procesos inflamatorios que conllevan a la activacion de terminales neurales
periféricas y su integracion a nivel central (Lorton et al., 2008). La inflamacion de la
articulacion genera hiperalgesia, condicién en la que se incrementa la sensibilidad a un
estimulo, que en ocasiones a pesar de no ser nocivo se percibe como doloroso
(Colpaert, 1987).

El sistema nervioso periférico participa tanto en la transmision nociceptiva como en la
estimulacién de los procesos inflamatorios. Se ha demostrado la sobre-expresion de
neuropéptidos sensoriales, como sustancia P (SP) y calcitonina, en tobillos y ganglios
de la raiz dorsal de ratas con artritis inducida por adyuvante (Cambridge y Brain, 1992)
y el aumento en los niveles de SP y calcitonina en liquido sinovial de pacientes con AR
(Ahmed et al., 2010). Se conoce que estos neuropéptidos incrementan la vasodilatacion
y el reclutamiento de células del sistema inmunologico al sitio de inflamacion
(Cambridge y Brain, 1992). Es claro que la identificacion de nuevos factores capaces de
disminuir la inflamacién tiene relevancia en el control de la progresion de la AR. Al
respecto, trabajos de nuestro laboratorio sugieren que la hormona PRL es uno de estos

factores.
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Figura 4. Proceso inflamatorio en la artritis reumatoide (AR). Esquema que ilustra el proceso
inflamatorio de la articulacion que ocurre en el desarrollo de la AR. En la articulacién normal, el
sinovio consiste de una membrana sinovial (usualmente de dos capas de células de espesor) y
tejido conectivo. En la AR, la membrana sinovial se engrosa, por la hiperplasia e hipertrofia de
los sinoviocitos y la formacién de nuevos vasos sanguineos, lo que en conjunto con la
infiltracién y proliferacién de linfocitos y células polimorfonucleares (PMN) produce un frente
inflamatorio (pannus) que causa la destruccion de la articulacion (Modificado de van den Berg y
Bresnihan, 1999).

1.4 PRL
[1.4.1 PRL e Inmunomodulacion
La PRL es una hormona polipeptidica producida por la hipéfisis anterior y por multiples
tejidos extra-hipofisiarios (Ben-Jonathan et al., 1996), entre los que se encuentra el
cartilago (Macotela et al., 2006), la membrana sinovial (Nagafuchi et al., 1999) y las
células del sistema inmunoldgico (Buckley, 2001). La PRL regula una gran variedad de
funciones asociadas con la reproduccién, la osmoregulacion y la inmunomodulacién,

que afectan la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de diversas células blanco
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(Bole-Feysot et al., 1998). El papel inmunomodulador de la PRL fue descubierto en
aves y ratones mediante la manipulacion in vivo de las concentraciones plasmaticas de
esta hormona (Berczi et al.,, 1981). Estudios subsecuentes demostraron que la PRL
promueve la expansion clonal de células T o B, células natural killer (NK) y macréfagos
(Matera et al., 1992). Consistentemente, se ha demostrado la expresion del receptor de
PRL en todas estas células del sistema inmunoldgico (Reber, 1993; Yu-Lee, 1997). De
hecho, la PRL y su receptor comparten caracteristicas estructurales y funcionales que
ubican a esta hormona dentro de la superfamilia de citocinas hematopoyéticas (que
incluye a las interleucinas 2, 3, 4, 6, 7, etc.). Ademas, la PRL estimula la maduracion y
supervivencia de los linfocitos T y monocitos, la produccién de anticuerpos por los
linfocitos B, la secrecion de citocinas como TNF-a, INF-y, IL-2 , factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) (Yu-Lee, 1997; Dogusan et al., 2001;
Matera et al., 2001) y la adhesion de leucocitos al endotelio vascular necesaria para su

extravasacion bajo condiciones de inflamacion (Montes de Oca et al., 2005).

[1.4.2 Prolactina, Inflamacion y AR
Todas las acciones enunciadas anteriormente son efectos pro-inflamatorios de la PRL y
se tienen evidencias de que ocurren en ciertos érganos. Por ejemplo, se encontré que
el tratamiento con PRL promueve la hiperplasia y la inflamacién en la prostata (Van
Coppenolle et al., 2001). Sin embargo, también, se ha reportado que la PRL puede
ejercer efectos anti-inflamatorios. En fibroblastos aislados de pulmén, que son células
importantes para los procesos inflamatorios de las vias respiratorias, se mostré que la
PRL inhibe la expresion de la sintasa inducible de 6xido nitrico (iNOS) inducida en
respuesta a una combinacién de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, INF-y y TNF-a)
(Corbacho et al., 2003). Ademas, se reportd que, después de generar una respuesta
inflamatoria con lipopolisacéridos (LPS), la PRL estimulé la sintesis de IL-10, una
citocina anti-inflamatoria (Brand et al., 2004); que la PRL protegid contra la inflamacion
posterior a un trauma severo reduciendo los niveles de IL-6, una citocina pro-
inflamatoria (Zellweger et al., 1996), y que disminuyd la expresion de citocinas pro-

inflamatorias, tales como IL-1p y TNF-ao después de un choque hemorragico (Zhu et al.,
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1996). Se ha propuesto que las acciones opuestas de la PRL sobre el proceso
inflamatorio pudieran deberse a efectos dependientes de su concentracion (Matera,
1996). Por ejemplo, en contraste con la accion promotora de la actividad de las células
NK que la PRL ejerce a concentraciones bajas (<25 ng/mL), concentraciones altas
muestran una clara actividad inhibitoria sobre el desarrollo, la actividad y la proliferacion
de las células NK tras su activacion por IL-2 (Matera et al., 1992). En este contexto, se
conoce que los niveles circulantes de la PRL varian a lo largo del ciclo reproductor de
las hembras y que estados de hiperprolactinemia desde moderada hasta aquellos
similares a los observados durante la lactancia (>30 ng/mL) pueden tener lugar en
pacientes con enfermedades autoinmunes tales como lupus eritematoso generalizado
(LEG), esclerosis multiple, AR y artritis psoriasica (Straub et al., 1997; Jacobi et al.,
2001; Seriolo et al., 2002).

El interés por la posible relacion entre trastornos autoinmunes y la PRL se ha reforzado
por el hecho de que estos trastornos son mas frecuentes en las mujeres que en los
hombres (Whitacre, 2001) y los niveles de PRL son mas altos en mujeres que en
hombres. Sin embargo, el tratamiento con bromocriptina (BRC), un agonista
dopaminérgico de los receptores tipo D2 que inhibe la secrecion hipofisiaria de PRL, ha
sido asociado con mejoria en pacientes con LEG y con AR (Figueroa et al., 1997).
Asimismo, estudios clinicos en pacientes con AR no han logrado demostrar una
correlacion clara entre niveles altos de PRL en la circulacion y en el liquido sinovial y la
progresion del padecimiento (Orbach y Shoenfeld, 2007). Ademas, se ha reportado que
la lactancia, una condicion fisiolégica de hiperprolactinemia puede estar asociada
directa (Barrett et al., 2000; Hampl y Papa, 2001) o inversamente (Karlson et al., 2004;
Pikwer et al., 2009) al inicio y progresion de la AR. De manera que la posible
participacion de la PRL en la patofisiologia de estos padecimientos y, en particular, de

la AR no es clara y requiere ser estudiada a mayor profundidad.

Entre los diversos modelos experimentales que han permitido el estudio de los
mecanismos que operan en la fisiopatologia de la AR, destaca el modelo la artritis

inducida por el adyuvante completo de Freund en la rata.
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[1.5. Artritis Inducida por Adyuvante Completo de Freund (ACF)
La artritis inducida por el ACF fue el primer modelo de artritis reumatoide descrito
(Freund, 1956). Actualmente, su uso es ampliamente aceptado para estudiar el proceso
de inflamacién y la caracterizacion de nuevos agentes terapéuticos para la AR
(Bendele, 2001). Este modelo se ha implementado principalmente en la rata ya que el

raton es menos susceptible (Bevaart et al., 2010).

El método consiste en la inyeccion intradérmica del ACF que consiste en una emulsion
de Mycobacterium tuberculosis inactivado por calor suspendido en aceite mineral y
agua. Para este modelo generalmente, se emplean ratas macho de las cepas Wistar,
Lewis o Sprague-Dawley (Freund, 1956; Hegen et al., 2008). La exposicion sistémica al
ACF afecta de forma particular a las articulaciones, observandose signos de inflamacion
persistente en la articulacion del tobillo entre el dia 10 y 15 después de la inyeccion de
ACF (Figura 5). Por lo general, la enfermedad es grave y conduce a la permanente
malformacion de la articulacion con caracteristicas comparables a las de la AR en
humanos (Schopf et al., 2006).

El desencadenamiento de la artritis en el modelo de ACF inicia por la introduccion de un
antigeno de origen bacteriano. Especificamente, se reconocen epitopes de las
proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés) presentes en la superficie
bacteriana del Mycobacterium, por células del sistema inmunoldgico, principalmente
macrofagos, linfocitos T y linfocitos B, estos Ultimos secretan anticuerpos que
reaccionan contra los epitopes de las HSP del Mycobacterium y que son capaces
también de interaccionar con las proteinas HSP del hospedero, ocasionando una
reaccion cruzada. Posteriormente, tiene lugar la expansion de células T autoreactivas y
células B, resultando en una respuesta inmune que media la destruccion de la
articulacion a través de la migracion de células del sistema inmunoldgico hacia la
cavidad articular con la subsecuente produccién de citocinas pro-inflamatorias por las
células activadas predominantemente TNF-a, IL-18, IL-6 e INF-y y de auto-anticuerpos.
El padecimiento que inicia con el desencadenamiento de un proceso inflamatorio se

vuelve cronico, debido en parte a que la articulacion es un espacio cerrado que facilita
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la acumulacién de células del sistema inmunologico y citocinas pro-inflamatorias
(Schopf et al., 2006).

45 7
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Figura 5. Curso temporal de la progresién del modelo de artritis inducida por ACF. El comienzo
de la artritis se indica por signos de inflamacion en el tobillos, en el inicio (a) el antigeno se
distribuye sistémicamente, depositandose en mdltiples sitios incluyendo la articulacion, seguida
por la generacién de mediadores locales de inflamacién y (b) reclutamiento de células del
sistema inmunoldgico; posteriormente (c) tiene lugar la formaciéon del pannus que conduce a la
(d) degradacién severa del hueso y cartilago (Modificado de Schopf et al., 2006).

I1.6. Uso del haloperidol en la rata como modelo de hiperprolactinemia
Un modelo experimental ampliamente utilizado para inducir hiperprolactinemia es el
tratamiento con haloperidol, un antagonista de los receptores D2 de la dopamina
(Mohankumar et al., 1997; de Leeuw van Weenen et al., 2011). Es bien conocido que la
secrecion adenohipofisiaria de PRL esta sujeta a un control inhibitorio hipotaldmico via
la secrecion de dopamina al sistema vascular porta-hipofisiario. La dopamina actua
sobre sus receptores D2 presentes en las células adenohipofisiarias secretoras de PRL
inhibiendo la sintesis y secrecion de la hormona. De tal manera que el bloqueo de la
inhibicién dopaminérgica por medio del haloperidol resulta en niveles elevados de PRL

en la circulacion (MacLeod y Login, 1976).
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La AR es una enfermedad inflamatoria cronica y autoinmune con una evolucion
progresiva que se caracteriza por afectar principalmente a las articulaciones. Diversas
evidencias indican que la PRL esta presente en la articulacion, que sus niveles pueden
incrementarse en asociacion con la AR y que esta hormona tiene efectos sobre la
inflamacion que pudieran influir sobre la progresion del padecimiento. En este trabajo
investigamos el efecto del haloperidol, un farmaco que induce hiperprolactinemia, sobre
la inflamacion de la articulacién en el modelo de AR inducida por ACF.

IV. HIPOTESIS
El haloperidol reduce la inflamacion de la articulacion inducida por la artritis inducida por
ACF en la rata.

V. OBJETIVOS
V.1 General

Determinar el efecto del haloperidol sobre la inflamacién inducida por el ACF en la rata.

V. 2 Especificos

a) Implementar el modelo de artritis inducida por el ACF.

b) Administrar haloperidol para inducir hiperprolactinemia en el modelo de artritis
inducida por el ACF.

c) Evaluar el efecto del haloperidol sobre el peso corporal, la circunferencia, el dolor y la
expresion de marcadores de inflamacion en el tobillo en la artritis inducida por el
ACF.
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VI. MATERIALES Y METODOS
VI1.1. MATERIALES

VI.1.1 Animales
Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, de 6 a 7 semanas de edad con
un peso corporal promedio de 180-200 g al inicio del experimento, a las cuales se les
proporcion6 agua y alimento ad libitum y se les mantuvo con ciclos de luz-obscuridad
de 12:12 h. Los animales se mantuvieron y manipularon de acuerdo con la Guia para
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (NIH, 1996). Los protocolos
experimentales fueron autorizados por el Comité de Bioética de Animales del Instituto
de Neurobiologia de la UNAM. Los animales se dividieron aleatoriamente para formar
cuatro grupos experimentales: el grupo no tratado (Control), el grupo tratado con
haloperidol, el grupo con artritis inducida por ACF y el grupo con artritis inducida por
ACF y haloperidol.

V1.2 METODOS
VI.2.1 Induccién de artritis por el ACF

El método consistio en realizar una inyeccion intradérmica en la parte dorsal de la cola,
de 200 pl de ACF (suspension de aceite mineral con Mycobacterium tuberculosis
H37Ra inactivado por calor) (Difco Laboratories, Detroit, Ml) a una concentracién final
de 10 mg/mL. La inoculacion de la suspension desencadena una respuesta inmunitaria
que muestra signos claros de inflamacién en los tobillos a partir del dia 10 post-
inoculacion. ElI numero de evaluaciones realizadas en el curso temporal de la
enfermedad fueron consideradas en relacién con el dia de la induccién, que fue
designado como dia 0. El dia 21 post-inmunizacién los animales fueron sacrificados por
decapitacion con previa anestesia en una atmosfera saturada de CO,. Se colecto la

sangre y se extrajeron las articulaciones de los tobillos.

VI.2.2 Tratamiento con haloperidol
Los animales fueron anestesiados (70 mg/kg ketamina y 0.3 mg/kg xilacina, i.p.) y
mediante una incisién en el dorso se les implantdé subcutdneamente una tableta de

haloperidol de liberacion continua (35 mg, 60 dias, Innovative Research of America,
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Kansas City, KS). En el grupo con artritis, el implante de haloperidol se realizé 3 dias
antes de la inmunizacion con el ACF junto con el grupo tratado Unicamente con

haloperidol.

VI1.2.3 Medicién de pardmetros de inflamacion
VI.2.3.1 Peso corporal y circunferencia del tobillo

El peso corporal y la circunferencia del tobillo se evaluaron cada tercer dia durante el

periodo comprendido entre los dias 12 y 21 posteriores a la inyeccion del ACF. La

inflamacion del tobillo se determin6 con un vernier (Lange Caliper, Cambridge Scientific

Industries, Cambridge, MA), mediante dos medidas perpendiculares entre si, para

determinar la longitud y la altura de la elipse del cual se determiné la circunferencia.

Las medidas se realizaron de lado a lado (a) y de adelante hacia atras (b) en un angulo

de 45° a través del tobillo calculandose el valor con la siguiente formula 2reva®+b?
(Halloran et al., 1996).

VI.2.3.2 Medicion de dolor en la articulacion del tobillo
El umbral nociceptivo se cuantificd utilizando un analgesiometro (Ugo Basile, Milan,
Italia) cada tercer dia durante el periodo comprendido entre los dias 12 y 21 posteriores
a la inyeccion del ACF. El procedimiento consiste en aplicar un aumento lineal de
presiéon (en gramos) en el dorso de la pata trasera de la rata. El umbral nociceptivo se
define como la presion a la cual la rata vocaliza o retira la pata. El limite superior para la

administracion de presion fue de 250g (Basile et al., 2007).

VI.2.3.3. Determinacion de la expresion de marcadores de inflamacién
VI.2.3.3.1 Extraccion de RNA
Las articulaciones extraidas del tobillo fueron congeladas en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -70°C. Posteriormente, la articulacion completa (hueso, cartilago,
musculo) se pulverizé en mortero con pistilo, adicionando nitrégeno liquido para
disminuir los cambios de temperatura y evitar la degradacion de los acidos nucleicos.
Para extraer el RNA de cada articulacion se utilizo el reactivo Trizol (Invitrogen, Grand

Island, NY), siguiendo las recomendaciones del fabricante. El método consistio en la
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adicion de 1 mL del reactivo a cada 100 mg de tejido inicial, la homogenizacion vigorosa
y la incubacién a temperatura ambiente durante 5 min para permitir la completa
disociacion de los complejos nucleoproteicos. Después, se agregé un volumen de
cloroformo a razon de 0.2 mL por cada mL de Trizol adicionado, la mezcla se agitd y se
centrifugd a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C, con lo que se distinguieron 3 fases: una
fase organica (fenol/cloroformo), una interfase y una fase acuosa. EI RNA que
permanece soluble en la fase acuosa, se recuperé e inmediatamente se le agrego
alcohol isopropilico, se agitdé vigorosamente y se centrifugé a 12, 000 rpm durante 15
min a 4 °C. El precipitado se recuperd, se lavo con etanol al 70% y se sometié una vez
mas a centrifugacion. Se elimind el exceso de etanol y el pellet precipitado recuperado
se diluy6é con 50 uL de agua libre de nucleasas. EI RNA total aislado se almacené a -

70°C hasta su uso.

VI.2.3.3.2 Sintesis de cDNA
El RNA se retrotranscribi6 a cDNA utilizando un estuche comercial y las
especificaciones del fabricante (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). Brevemente, a 1 ug
del RNA se adicioné una mezcla de solucion amortiguadora de transcriptasa reversa, la
enzima transcriptasa reversa, deoxinucleotidos trifosfato (ANTPS) y los oligonucleétidos
(random primers). Finalmente, a la muestra se le adicioné agua libre de nucleasas
hasta un volumen final de 20 ul y se incub6 por 2 h a 37 °C. El cDNA obtenido se

almaceno a 4°C hasta su uso.

VI.2.3.3.3 qRT-PCR
La cuantificacion de la expresion de los genes de interés se llevo a cabo mediante PCR
en tiempo real. El protocolo consisti6 en preparar una reaccién de amplificaciéon
agregando: Maxima ® SYBR Green / ROX gPCR Master Mix (Thermo Scientific Auburn,
USA), los oligonucledtidos y el cDNA con volumen final de la reaccion de 10 uL. La
PCR en tiempo real se llevé a cabo utilizando un termociclador con capacidad para
inducir y detectar una sefial a 530 nm, siguiendo los parametros de amplificacion

previamente estandarizados para cada gen de interés (Tabla 1). El nivel de expresion
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se normalizo a la expresion del gen constitutivo, ubiquitina (UBC) (Rioja et al., 2004).

Tabla 2. Oligonucleétidos. Secuencias utilizadas para la cuantificacion de la expresiéon de

mediadores de inflamacién mediante gRT-PCR.

IL-18 NM_031512.2 Forward 5-AAAAGCGGTTTGTCTTCAAC-3
Reverse 5 -GGAATAGTGCAGCCATCTTT-3
INF-y NM_138880.2 Forward 5-AGCACAAAGCTGTCAATGAA-3
Reverse 5-TTCTTCTTATTGGCACACTC-3
IL-6 NM_012589.1 Forward 5'-TCCAACTCATCTTGAAAGCA-3
Reverse 5 -TTCATATTGCCAGTTCTTCG-3
TNF-a NM_013143.1 Forward 5-GGGCTTGTCACTCGAGTTTT-3
Reverse 5- TGCCTCAGCCTCTTCTCATT-3
MMP-3 NM_133523.2 Forward 5-GATCTCCTTTGCAGTTGAAG-3
Reverse 5-TGTGACATCATCTGTCCATC-3
MMP-9 NM_031055.1 Forward 5-ACTAAGGCTCCTCTTTTGCT-3
Reverse 5-ATTGGTTCGAGTAGCTGGTA-3
MMP-13 NM_133530.1 Forward 5 -CCTTCTTCTTGTTGAGTTGG-3
Reverse 5 -ACTGCATTTCTCGGAGTCTA-3
iNOs NM_012611.3 Forward 5 -TTTTAGAGACGCTTCTGAGG-3
Reverse 5-GTCCTTTTCCTCTTTCAGGT-3
UBC NM_017232.2 Forward 5- CTGACAGGGTGCGGCCATCTT-3

Reverse 5- ACTGCAGCCAACACCGCTGAC-3

VI.2.9 Determinacion de PRL por radioinmunoandlisis (RIA)
De las muestras de sangre se separaron los sueros y se congelaron a -70°C para llevar
a cabo la cuantificacion de PRL circulante. Los niveles de PRL se determinaron
mediante el RIA especifico de doble anticuerpo previamente descrito (Hunter y
Greenwood, 1962) y de uso rutinario en nuestro laboratorio. Brevemente, la
metodologia consistié6 en marcar radioactivamente a la PRL (NIDDK-rPRL-I-5) con *?|
mediante el método de Cloramina T. Posteriormente la '*I-PRL se purificé por
cromatografia en una columna de filtracion en gel (Sephadex G-25) y se cuantifico en
un contador de emisiones gamma. Las muestras de suero se incubaron con la **I-PRL
y un anticuerpo especifico anti-rPRL generado en conejo (NIDDK-anti-rPRL-RP-9),
posteriormente el complejo PRL-anti-PRL se inmunoprecipité con un anticuerpo

secundario anti-lgG de conejo. La radioactividad del precipitado se cuantificé y se
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compar6 con la obtenida en presencia de concentraciones variables de una preparacion
referencia de PRL (NIDDK-rPRL-RP-3), permitiendo expresar los niveles de la PRL
enddgena en ng/mL. El coeficiente de variacién intra e inter-andlisis fueron de <7.0% y
<12.0%, respectivamente y la sensibilidad del andlisis fue de 1.5 pg/L. Para evitar la
variacion inter-analisis a lo largo de la prueba, se procesaron todas las muestras

obtenidas del mismo experimento en el mismo andlisis.

V1.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se graficaron como la media + el error estandar (EE) y las diferencias
entre los grupos se valoraron mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) o
ANOVA de medidas repetidas seguido de una prueba post-hoc de Holm-Sidak. Se
considerd una diferencia estadisticamente significativa de p< 0.05.
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VIl. RESULTADOS

VII.1 Evaluacion del efecto protector del haloperidol contra la inflamacién en el
modelo de AR inducida por ACF

VII.1.1 Inflamacion del tobillo

La inflamacion debida a la inoculacion del ACF se corroboré mediante el incremento en
la circunferencia del tobillo, que fue evidente en el grupo ACF a partir del dia 10 post-
inoculacién y se mantuvo hasta el dia 21 posterior a la inducciéon de la artritis. El
tratamiento con el haloperidol previno el aumento en el grosor del tobillo inducida por la

inmunizacion con ACF y no tuvo efecto por si mismo (Figura 6).
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Figura 6. Inflamacion inducida por adyuvante completo de Freund (ACF) en ausencia o
presencia de haloperidol (Hal). Se muestra la valoracion de la inflamacion de las extremidades
posteriores, evaluada por la circunferencia del tobillo, y determinada cada 3 dias a partir del dia
7 y hasta el dia 21 después de la inyeccion del adyuvante completo de Freund (ACF) o del
vehiculo (Control). Las ratas fueron implantadas subcutaneamente con una tableta de liberacién
continua de haloperidol 3 dias antes de la inmunizacién con ACF. Los resultados se presentan

como la media £S.E.M. de 5-8 animales. * p <0.001 vs todos los grupos.
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En la Figura 7a se muestran fotos representativas de los tobillos de animales de los
cuatro grupos experimentales tomadas a los 21 dias después de la inmunizacién con
ACF de los grupos ACF y ACF+Hal. Las diferencias entre los grupos se cuantificaron a
través de determinar la circunferencia del tobillo de 5-10 animales diferentes (Figura
7b). ElI ACF indujo un incremento en el grosor del tobillo que fue estadisticamente

significativo y que se previno mediante el pre-tratamiento con haloperidol.

Adicionalmente, los animales del grupo ACF presentaron lesiones extra-articulares, que
se manifestaron como nédulos rojos en orejas y la formacién de granuloma en el sitio
de inyeccién, estas manifestaciones también fueron prevenidas por el tratamiento con

haloperidol (resultados no mostrados).
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Figura 7. Cuantificacion del efecto del haloperidol sobe la inflamacién del tobillo. (a) Se muestra
un caso representativo de cada grupo de las patas posteriores de las ratas a los 21 dias
después de la inyeccion de adyuvante completo de Freund (ACF y ACF+Hal). Los animales
recibieron (Hal) o no un implante subcutdneo de una capsula de liberacién continua de
haloperidol. (b) Cuantificacién de la circunferencia del tobillo, los datos representan la media +
EE de 5-8 animales. *p <0.001 vs todos los grupos, **p<0.05.
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VII.1.2 Dolor en el tobillo
La sensibilizacion de los receptores del dolor es comun en la inflamacion. Se conoce
que el ACF induce una marcada hiperalgesia, por lo que el dolor se evalu6 a través del
grado de la tolerancia (umbral nociceptivo) a la presion ejercida por un peso aplicado
directamente sobre la articulacion. Se utilizd6 un instrumento denominado
analgesiometro que permite registrar el peso aplicado en relacién con la respuesta del
animal (vocalizacién y/o retiramiento de la extremidad), denotandose el umbral
nociceptivo. Como se esperaba, el grupo inoculado con ACF mostré una reduccion en
el umbral nociceptivo del tobillo inflamado con respecto al grupo sin ACF. En el grupo
tratado con haloperidol se disminuyd parcialmente dicha reduccion en el umbral
nociceptivo (Figura 8). 0 -
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Figura 8. Efecto del haloperidol sobre el umbral al dolor en los animales con artritis inducida por
adyuvante completo de Freund (ACF). El umbral nociceptivo se registr6 mediante un
analgesiémetro en animales 21 dias después de haber sido inoculados (ACF y ACF+Hal) con el
ACF. Algunos de los animales fueron implantados subcutdneamente con una tableta de
liberacién continua haloperidol (Hal). Los resultados representan la mediat EE de 5-8 animales.
*p <0.001 vs Control, **p<0.05.

VII.1.3 Peso corporal
Se conoce que la pérdida de peso constituye un parametro importante de la gravedad
de la artritis inducida por ACF. Consistentemente, se encontré que el peso corporal
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disminuy6 significativamente en el dia 21 posterior a la inoculacion del ACF con
respecto al de los animales no inoculados. La administracion del haloperidol atenu6 la
disminucién en el peso en respuesta al ACF (Figura 9).
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Figura 9. Efecto del haloperidol sobre el peso corporal en los animales con artritis inducida por
adyuvante completo de Freund (ACF). Se muestra el peso corporal de los animales 21 dias
después de haber sido inoculados (ACF y ACF+Hal) o no (Control) con el adyuvante completo
de Freund (ACF). Los animales recibieron o no un implante subcutdneo de una tableta de
liberacion continua de haloperidol (Hal). Los resultados representan la mediat EE de 5-8

animales. * p <0.05 vs Control, **p<0.01.

VII.1.4 Expresion de mediadores de inflamacion en la articulacion del tobillo

Se conoce que la inmunizaciéon con ACF desencadena la expresion de mediadores de
inflamacion entre los que se encuentran las sintasa inducible de 6xido nitrico (iNOS),
las citocinas pro-inflamatorias, TNF-a, INF-y, IL-13 e IL-6 y las metaloproteasas de
matriz, MMP-3, MMP-9, MMP-13. Los niveles de expresion de estos marcadores se
evaluaron en la articulacion del tobillo mediante gRT-PCR utilizando como gen de
referencia la ubiquitina (UBC). Como se esperaba en respuesta al ACF tuvo lugar un
aumento significativo en la expresion articular de la INOS, el TNF-a, el INF-y, la IL-1B, la
IL-6, la MMP-3, la MMP-9 y la MMP-13. Notablemente, estos aumentos se redujeron

significativamente por el pre-tratamiento con haloperidol (Figura 10).
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Figura 10. Efecto del haloperidol sobre los niveles de expresion del mMRNA de marcadores de
inflamacion. El nivel de expresion de los marcadores de inflamacion se determind en la
articulacion de los tobillos de los animales con artritis inducida por adyuvante completo de
Freund (ACF). La expresion se cuantificO mediante gRT-PCR 21 dias después de haber sido
inoculados (ACF y ACF + Hal). Algunos animales fueron implantados subcutaneamente con
una tableta de liberacion continua de haloperidol (Hal). Los resultados representan la media de

los valores £EE de 5-8 animales. * p <0.01 vs Control, **p<0.05.
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VII.2 Efecto del haloperidol sobre los niveles circulantes de PRL

Para verificar el efecto del haloperidol sobre los niveles circulantes de la PRL, se evalué
la concentracion circulante de esta hormona 3 dias después del implante de
haloperidol, es decir, en el dia de la inmunizacion con el ACF (dia 0), y en los dias 14 y
21 posteriores al ACF (Figura 11). De acuerdo con lo esperado, el tratamiento con
haloperidol incrementd significativamente los niveles circulantes de PRL los dias 0 y 14.
Sin embargo, en el dia 21, el tratamiento con haloperidol no modifico los niveles de la

PRL circulante con respecto a los otros grupos experimentales.
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Figura 11. Efecto del haloperidol sobre de los niveles circulantes de la PRL. (a) Diagrama del
protocolo utilizado y los dias de valoracion de los niveles circulantes de la PRL. (b) La
concentracion de la PRL se determiné en el suero mediante RIA el dia de la inoculacién con el
ACF (dia 0) y en los dias 14 y 21 posteriores a dicha inoculacion. Los animales recibieron o no
el implante subcutaneo de una tableta de liberacion continua de Hal. Los valores representan la

media + EE de 5-8 animales. * p <0.01 vs controles sin Hal.
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VIIl. DISCUSION

La AR es una enfermedad autoinmune, donde se desencadena un proceso inflamatorio
cronico que predomina en las articulaciones (Ziff, 1990). A medida que la enfermedad
progresa, tienen lugar signos clinicos como el dolor, la inflamacion y la rigidez articular.
Estos signos resultan de la hiperplasia de células inmunes, de sinoviocitos y de vasos
sanguineos (pannus) en la cavidad articular que, en sus etapas avanzadas, conlleva a
la destruccién del cartilago y del hueso. Es por ello que el estudio de factores capaces
de contrarrestar la condicion inflamatoria tienen potencial terapéutico para lograr un

mejor control de la AR (Firestein, 2003).

Hace mas de 30 afios se report6 el caso de una paciente con AR que cursaba con un
cuadro severo de ansiedad por lo que fue tratada de forma prolongada con el farmaco
antipsicotico haloperidol y se observé una reduccion significativa en los sintomas
clinicos de la enfermedad (Grimaldi, 1980). En su momento no se explicO6 mayormente
este efecto. En el presente trabajo de tesis se confirman estos hallazgos dado que el
tratamiento crénico por haloperidol tuvo efectos protectores contra la inflamacién en un
modelo de AR inducido por adyuvante completo de Freund (ACF) en la rata. Los
efectos se evaluaron a través de determinar parametros de inflamacién como: el dolor,
la circunferencia de la articulacion vy la expresiéon de mediadores de inflamacion en la

articulacion del tobillo. Ademas, se determinaron cambios en el peso corporal total.

El modelo de artritis inducida por ACF en la rata, es un modelo bien caracterizado que
comparte caracteristicas clinicas y pato-fisioldgicas con la AR humana. Los animales
desarrollan una inflamacion crénica poliarticular, que principalmente compromete a las
articulaciones de las extremidades posteriores y en particular a las del tobillo, causando
inmovilidad, ademas de la reduccion en el peso corporal asociada a la disminucién del
musculo esquelético y del tejido adiposo. En este modelo, y como ocurre en la AR, la
respuesta inflamatoria involucra el reclutamiento de una variedad de células del sistema
inmunologico, que incluyen a los linfocitos T y a los macréfagos. Estas células producen
citocinas pro-inflamatorias como el TNF-q, la IL-1B y la IL-6 que, a su vez, estimulan la

produccion de otros mediadores de la inflamacion, como el NO, citocinas pro-
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inflamatorias y MMP (como la 3, la 9 y la 13) y todos estos factores en conjunto
promueven la destruccién de los tejidos de la articulaciéon (Escandell et al., 2007,
Firestein, 2009).

El papel sustantivo de las citocinas pro-inflamatorias en la AR se apoya en
experimentos donde su sobre-expresion, por ejemplo del TNF-o, induce poliartritis
(Keffer et al., 1991) y su inmunoneutralizacion es parte de la terapia actual contra la AR
(Geiler et al., 2011). Notablemente, se reconoce que estas citocinas también pueden
promover la hipersensibilidad al dolor caracteristica de la articulaciéon inflamada. Por
ejemplo, se ha descrito que la inyeccion local de IL-1B induce hiperalgesia via la
liberacibn de mediadores secundarios como las prostaglandinas, NO y bradicinina,
mientras que el TNF-a produce hiperalgesia a través de promover la produccién local
de la IL-1p (Sommer y Kress, 2004).

Ademas, las citocinas pro-inflamatorias estimulan el proceso inflamatorio a través de
promover la infiltracion, proliferacion y supervivencia de las células del sistema
inmunoldgico a la cavidad articular (Firestein, 2009). Cabe también mencionar que el
NO, producido via la iINOS, es un mediador muy importante de las acciones
destructivas de estas citocinas en la articulacion. Por ejemplo, en presencia de oxigeno
molecular (O,), el NO puede formar especies reactivas de 6xido nitrogenado que dafian
al DNA, inhiben la actividad de diversas enzimas e inician procesos de lipoperoxidacién
(Grisham et al., 1999). Por ejemplo, se conoce que la estimulacion de la expresion de la
INOS vy la consecuente produccion de NO por las citocinas pro-inflamatorias media sus
efectos promotores de la apoptosis de los condrocitos, Unico tipo celular presente en las
articulaciones y por lo tanto, de la degradacion del cartilago articular (Lotz, 1999; Presle
et al., 1999).

Ademas, es bien conocido que el cartilago articular esta formado fundamentalmente
por colageno de tipo Il asi como proteoglicanos y agrecanos. Estas proteinas son
blanco de degradacion de varios tipos de proteasas, incluidas las MMP, cuya accion es

32



clave para la invasion del cartilago por el tejido sinovial. Las citocinas pro-inflamatorias
inducen la expresion de estas enzimas por células del pannus, del cartilago y del hueso
(Burrage et al., 2006).

Dada la complejidad de todas estas reacciones, es notable el efecto protector del
haloperidol observado en este estudio. Este farmaco previno la hinchazén del tobillo,
redujo significativamente el dolor y disminuyé la pérdida de peso corporal observada en
las etapas finales del cuadro artritico. Consistentemente, en los animales tratados con
haloperidol se redujeron sustantivamente los niveles de todos los marcadores de
inflamacion analizados en la articulacion, a saber: la iINOS, el TNF-a, el INF-y, la IL-1(,
la IL-6, la MMP-3, la MMP-9 y la MMP-13. Sin embargo, aun se desconoce cuél es el
mecanismo que media su efecto y una posibilidad es que involucre a la PRL.

La relacidon entre PRL y AR ya se ha propuesto previamente y tiene su fundamento en
las observaciones de que: (a) la AR es mas frecuente en las mujeres que en hombres,
(b) algunos pacientes con AR cursan con hiperprolactinemia, y (c) que en el embarazo y
la lactancia, caracterizados por hiperprolactinemia se modula la progresion y actividad
de la enfermedad. Ademas, es bien conocido que la PRL forma parte de la superfamilia
de citocinas hematopoyéticas y que sus receptores se expresan en la gran mayoria de
células del sistema inmunolégico. Sin embargo, a pesar de todas estas correlaciones, la
influencia de la PRL en la AR es aun controversial. La hiperprolactinemia se ha
asociado tanto con la promocion (Barrett et al., 2000; Hampl y Papa, 2001) como con la
inhibicion (Karlson et al., 2004; Pikwer et al., 2009) del padecimiento. Efectivamente, se
conoce que la PRL puede ejercer acciones tanto pro-inflamatorias como anti-
inflamatorias dependiendo de su concentracion (anti-inflamatoria en concentraciones

mayores), del tipo celular y del estado fisiopatolégico del organismo (Yu-Lee, 2002).

De relacion directa con la posibilidad de que la hiperprolactinemia medie el efecto
protector del haloperidol, se ha reportado que la PRL puede inhibir la expresion de la
INOS y la produccion de NO inducida por TNF-a, el INF-y, la IL-1p (Corbacho et al.,
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2003); que la PRL disminuye la produccién de IL-6, IL-13 y TNF-a posterior a un trauma
severo (Zellweger et al.,, 1996; Zhu et al., 1996) y que esta hormona estimula la
produccion de IL-10, que es anti-inflamatoria, después del tratamiento con LPS (Brand
et al., 2004). Ademas, diversos reportes sugieren que la hiperprolactinemia bloquea la
activacion de las células NK en condiciones in vivo e in vitro (Matera et al., 1992).

Estas evidencias indican la capacidad de la PRL de reducir la expresion y acciéon de
citocinas pro-inflamatorias. Dado que estas citocinas son sustantivas en la progresion
de la artritis inducida por adyuvante, es posible proponer que en el efecto protector del
haloperidol participe la PRL. Sin embargo, si bien durante la fase temprana de la artritis,
la proteccién del haloperidol coincidié con altos niveles de PRL en la circulacién, el
efecto inductor de hiperprolactinemia del haloperidol tuvo una duraciébn menor a la
esperada y en el dia 21 los niveles circulantes de la PRL no fueron diferentes a los de
los animales no inyectados con el farmaco. De manera que si el mecanismo de accion
del haloperidol involucra a la PRL, bastaria con una hiperprolactinemia temprana para

prevenir la progresion de la artritis.

También es posible que el efecto protector del haloperidol no incluya a la PRL. Se ha
reportado que los linfocitos T, B y NK expresan receptores de dopamina D1 y D2
(Caronti et al., 1998) y en un estudio in vitro con leucocitos aislados de sangre periférica
se mostré que el tratamiento con haloperidol reduce la secrecién de citocinas pro-
inflamatorias inducida por la incubacion de los leucocitos con LPS (Moots et al., 1999).
Ademas, se tienen evidencias de que el haloperidol puede regular, si bien a la baja, la
ingesta de alimento y la ganancia de peso (von Wilmsdorff et al., 2010). Dada la amplia
distribucion de los receptores D2 de la dopamina, es factible que este farmaco ejerza su

efecto protector contra la artritis experimental a varios niveles.

En resumen, los resultados del presente estudio muestran el valor protector del
haloperidol contra la artritis inducida por ACF y apoyan su valor terapéutico en la AR
humana. Futuros experimentos deberan investigar la posible contribucion de la PRL a

este efecto a través de determinar si la administracion de esta hormona (mediante
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bombas osmoéticas de infusion continua) durante los primeros 15 dias del padecimiento
mimetiza el efecto protector del haloperidol. Asimismo, la induccion de artritis en
animales knock-out para el receptor de la PRL (PRLR-/-) podra clarificar la influencia de

esta hormona en la progresion del padecimiento.
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IX. CONCLUSIONES

El tratamiento con haloperidol previene la hinchazon, atenta el dolor y la expresion
de marcadores de inflamacién en la articulacion del tobillo, y disminuye la
reduccion en el peso corporal en el modelo de artritis inducida por ACF.

Los resultados del presente estudio sugieren que el efecto preventivo de la
inflamacion por el haloperidol puede ser a través de aumentar las concentraciones
de prolactina en la circulacién.

El haloperidol es un agente con potencial terapéutico para el control de la
progresion de la AR. Se requiere mas investigacion para clarificar el mecanismo de

su efecto protector.
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