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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar la subpoblacion de células T
predominante en la espondilitis anquilosante (EA), para ello se caracterizaron las
subpoblaciones celulares Th1, Th2, Th17 y Tregs en células periféricas
mononucleares en sangre (PBMC) obtenidas de pacientes diagnosticados con
dicha enfermedad. Se ha reportado previamente que en los PBMC de pacientes
con EA hay un incremento en la secrecion de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
o) y de células productoras de IL-17 posterior a la estimulacion in vitro con anti-
CD3/CD28 o con PMA/ ionomicina. Sin embargo, los estudios in vitro pudieran no
reflejar el verdadero estado inmunolégico del paciente, por lo que en este estudio
analizamos los PBMC no estimulados. Se analizaron muestras de 46 pacientes
con EA, incluyendo 7 (15.2%) que recibian tratamiento con inhibidores de TNF-a,
20 pacientes con artritis reumatoide y 25 controles sanos. El fenotipo de los
linfocitos obtenidos se determin6 por citometria de flujo y las poblaciones Th1,
Th2, Th17 y Treg se definieron como CD3'CD4°'IFN-y", CD3'CD4'IL-4",
CD3"CD4"IL-17A" y CD3'CD4'FoxP3", respectivamente. Nuestros resultados
indican que los porcentajes de células Th17 y Th1 en pacientes con EA son mas
altos en comparacion con los controles sanos (7.4% + 1.8% vs 0.7% + 0.2% y
4.0% £ 1.3% vs 1.1% £ 0.3%, respectivamente; p < 0.0001). En el caso de los
pacientes en tratamiento con inhibidores de TNF-a los porcentajes de células
Th17 y Th1 fueron mas bajos en comparacion con los controles sanos. Por otro
lado, los niveles séricos de IL-6, IL-17A, TNF-a e IL-8 fueron significativamente
mas altos en los pacientes con EA en comparacion con los controles. En el caso
de los pacientes con EA en tratamiento con inhibidores de TNF-a, tanto el patrén
de subpoblaciones celulares como el perfil de citocinas fueron similares a los
observados en controles sanos. Nuestro estudio muestra por primera vez que la
polarizacion de la respuesta inmune hacia Th17 ocurre en pacientes con EA y
contribuye a explicar la naturaleza proinflamatoria de dicha enfermedad.



ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the Th1, Th2, Th17 and Treg subsets in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from patients previously diagnosed
with ankylosing spondylitis (AS) in order to determine the predominant cell subset
during the disease. It has been previously reported that PBMC from AS patients
show an increase in the Th17 subpopulation and in tumor necrosis factor-a (TNF-
o) secretion after in vitro stimulation with anti-CD3/CD28 or phorbol myristate
acetate/ionomycin. However, in vitro stimulation might not reflect the true
immunological condition of the patient. Therefore, nonstimulated PBMC were
analyzed from 46 patients with AS, including 7 (15.2%) receiving TNF-a blockers,
20 patients with rheumatoid arthritis, and 25 healthy controls. The phenotype of
freshly isolated PBMC was determined by flow cytometry and Th1, Th2, Th17, and
Treg subsets were defined as CD3"CD4'IFN-y", CD3"CD4"IL-4", CD3"CD4"IL-
17A", and CD3'CD4'FoxP3", respectively. Our results indicate that the
percentages of Th17 and Th1 cells in AS were higher than in healthy controls
(7.4% £ 1.8% vs 0.7% % 0.2% and 4.0% = 1.3% vs 1.1% % 0.3%, respectively; p <
0.0001). Th17 and Th1 cell subsets in patients treated with TNF-a blockers were
lower than in those naive to such therapeutics and similar to healthy controls.
Serum levels of IL-6, IL-17A, TNF-a, and IL-8 were significantly higher in patients
with AS compared to controls. These T cell subsets and cytokine profiles of
patients with AS treated with TNF-a blockers were similar to those of healthy
controls. Our study demonstrates for the first time that the immune response
polarization towards Th17 occurs indeed in patients with AS and further explains
the proinflammatory nature of the disease.



1. Introduccién

Las espondiloartritis (SpA) son un grupo heterogéneo de enfermedades
autoinmunes que se caracterizan por la inflamacion de la columna vertebral, las
articulaciones axiales y en algunos casos, las periféricas, en forma de oligoartritis
asimétrica de predominio en extremidades inferiores, que pueden cursar con
compromiso extra articular (ocular, mucocutaneo, entesopatia, aortitis, etc.). La
espondilitis anquilosante (EA) es el prototipo de este grupo de enfermedades ', y
se define como una enfermedad reumatica inflamatoria de evolucion cronica que
afecta de forma predominante al esqueleto axial, pelvis, columna vertebral y térax.
La afectacion de las articulaciones sacroiliacas es constante y caracteristica.
También puede afectar a las articulaciones periféricas y algunos pacientes
desarrollan manifestaciones extrarticulares 2.

Articulaciones
costovertebrales—&

- ,ftusionadas /

/

'f/ 2N P
' f;rticulaciones
[ vertebrales
/ J fusionadas
A '\ Articulaciones
\ |sacroilia
fusionadas

s

Efectos posturales

Figura 1: Cambios articulares secundarios a Espondilitis Anquilosante 2



Se desconoce la etiologia de la EA, sin embargo, uno de los mecanismos
propuestos para su desarrollo es el relacionado con los procesos infecciosos como
el mimetismo molecular y la expansion clonal de células T efectoras autorreactivas
después de una infeccion * *. La perpetuacion de un microambiente rico en
citocinas proinflamatorias favorece la generacion de células T CD4" caracterizadas
por la produccidn de citocinas proinflamatorias, retroalimentando de esta forma el
ciclo.

El balance entre las células T efectoras y reguladoras en la periferia, depende de
muchas variables, como la concentracion y el tipo de antigeno, el 6rgano blanco y
las citocinas producidas tanto por las propias células T como por las células
presentadoras de antigenos (CPA), las que a su vez, estimulan la secrecion de
citocinas por otras poblaciones celulares, creando un microambiente que modula
la diferenciacion celular y define el tipo de la respuesta inmune °. Se ha descrito
que los pacientes con EA tienen niveles incrementados del factor de necrosis

tumoral alfa (TNF-a) en el suero °

; esta citocina es un poderoso mediador
proinflamatorio, capaz de producir inflamacién a través de mecanismos directos e
indirectos. La activacidn de los receptores del TNF-a induce la produccion y
liberacion de un gran numero de mediadores inflamatorios y muchos de estos, a
su vez, inducen efectos inflamatorios adicionales que incluyen citocinas
proinflamatorias, quimiocinas, proteasas y moléculas de adhesién ’. En modelos
animales de artritis se ha demostrado que el uso de los bloqueadores del TNF-a,

ya sea con la fraccion del receptor soluble o con el anticuerpo monoclonal, resulta

en una disminucion en el numero de las células Th1 y Th17 en las articulaciones,



lo que sugiere una via comun para la generacion de ambas poblaciones
8

celulares®.

Se sabe que el TNF-a participa en la diferenciacidén de las células dendriticas, las

cuales a su vez son capaces de favorecer la diferenciacion de las subpoblaciones

de células T efectoras caracterizadas por la produccibn de citocinas
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proinflamatorias °, mientras que los bloqueadores de TNF-a previenen la

maduracion de las células dendriticas mieloides MHC-II" y disminuyen el nimero

de células T productoras de TNF-a, IFN-y e IL-2 ' ™

. La participacion del TNF-a
en la patogénesis de la EA ha sido demostrada con la mejoria clinica de los
pacientes que usan bloqueadores de dicha citocina '*'*. Estudios previos han
reportado el papel de las células Th17 en la EA y en las SpA en general, de
hecho, los sueros de los pacientes con EA tienen niveles incrementados de IL-17 y
del TNF-a. ® ',y de las células Th17 en sangre periférica después de estimulacién
in vitro '® . Sin embargo es importante determinar si esta polarizacién de la
respuesta hacia Th17 es reflejo de lo que ocurre in vivo o unicamente el resultado

de la estimulacion in vitro ya sea con PMA/ionomicina o inclusive con anticuerpos

anti CD3/CD28.

2. Marco teérico
2.1 Linfocitos T CD4"
Después de la activacion, los linfocitos T proliferan, se diferencian y se denominan
células T efectoras, caracterizandose por la produccion de moléculas que

cooperan para la eliminacion del antigeno desencadenante del proceso de



diferenciacion. Dependiendo de las caracteristicas del antigeno, el resto de las
células que participan en la respuesta inmune crearan un microambiente rico en
citocinas que seran las que finalmente orquesten el tipo de respuesta y con ésta,

la polarizacion de las células T efectoras 2.

2.1.2 Células T Efectoras

El paradigma Th1/Th2 descrito por Mosmann y Coffman '® propone una
regulacion bidireccional de éstas dos subpoblaciones celulares mediante las
citocinas caracteristicas de cada una. Sin embargo, la reciente descripcion de las
células Th17 caracterizadas por la produccion de IL-17 modificé el paradigma
proporcionando una explicacibn complementaria al panorama descrito para las
enfermedades autoinmunes 2*2',

La IL-17, también conocida como IL-17A, fue clonada por primera vez en 1995 %2,
En los humanos el gen de IL-17 se localiza en el cromosoma 6p12 ?. La IL-17
humana y murina presentan un 63% de homologia ?*. Después de la descripcion
de esta nueva citocina se identificaron otras proteinas homdlogas y actualmente
se sabe que la IL-17 es una familia de 6 miembros que incluye desde la IL-17A
hasta la IL-17F. Mientras que la Ay la F son las que tienen mayor homologia, la E
es el miembro mas divergente de la familia y es también conocida como IL-25 %.
La activacién via el receptor de IL-17 (IL-17R) induce la produccion de citocinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a, quimiocinas como la IL-8 vy
metaloproteinasas de matriz. Si bien en 1995 se identifico por primera vez que la

IL-17 era producida por células T CD4" de memoria %, no fue hasta el 2005

cuando se les describi6 como un nuevo linaje de células T efectoras,
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independiente de las clasicas Th1 y Th2: este nuevo subtipo de células T
efectoras CD4"* se denominé células Th17 2%

Las células Th17 se caracterizan por la capacidad de producir IL-17A, IL-17F, IL-
21 e IL-22, expresan receptores para IL-23 y quimiocina tipo 6 ?’ La polarizacion
de las células Th17 es guiada por sefiales de coestimulacion y de citocinas
dependientes del antigeno. Asi como las células Th1, requieren de un medio
enriquecido de IL-12 y sefales que regulen la expresion del factor de transcripcion
T-bet, para su diferenciacién; las células Th2 requieren para la polarizacion de la
presencia de IL-4 y que las sefiales a través de STATG resulten en la expresion de
GATA3 8 |as células Th17 humanas dependen para su desarrollo de IL-1B, IL-6 e
|L-23 230 y la induccion de esta poblacidn celular requiere de senales a través de
STAT3 3!y la activacién de los factores de transcripcion RORyT y RORa * (Figura

2).
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Figura 2: Citocinas y factores de Transcripciéon que participan en la diferenciacion de las Células Th1,
Th2, Th17 y Tregs.

Las células Th17 participan en la proteccion contra patdogenos extracelulares. La
produccion de IL-17A e IL-17F en modelos infecciosos sugiere la participacién de
ambas citocinas en los mecanismos de respuesta inmune contra los
microorganismos. La IL-17 aumenta la regulacion de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias como IL-6, G-CSF, GM-CSF, IL1-8, TNF-a, MCP1 e IL-8 3 de
factores de estimulacion de colonias y recluta neutrofilos y células mieloides a los
sitios de infeccién 23. A pesar de este papel protector, la respuesta mediada por
esta poblacion celular induce inflamacion tisular grave y en algunas ocasiones la

perpetuacion de este proceso inflamatorio lleva al desarrollo de enfermedades
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3 Se ha asociado a las células Th17 con las enfermedades

autoinmunes
autoinmunes, debido a la importancia de estas células en los modelos murinos de
esclerosis multiple, psoriasis, artritis reumatoide y enfermedad inflamatoria
intestinal y a la inflamacion y dafo tisular producido por las citocinas y quimiocinas

proinflamatorias que las caracterizan **%’.

2.1.3 Células T reguladoras

Por otro lado, el equilibrio de la respuesta inmunoldgica esta en parte mediada por
las células T reguladoras (Treg), cuyo descubrimiento se basé en la observacion in
vivo, de que los ratones timectomizados el tercer dia de vida (d3Tx) desarrollan
enfermedades autoinmunes, como fue revisado por Shevach !. Sakaguchi y
colaboradores demostraron que la eliminacion de las células Treg es la causa de
las enfermedades autoinmunes en ratones d3Tx y que su transferencia las
previene 340,

Actualmente se define a esta poblacion como células con poca capacidad para
proliferar, poca o nula produccion de IL-2, con capacidad de inhibir la produccion
de dicha citocina por otras poblaciones celulares y por ende capacidad de suprimir
la proliferacién de las mismas. Durante los ultimos diez afios se ha buscado la
manera de poder caracterizar a las células Treg; en el intento de buscar algun
marcador exclusivo que las identifique se hicieron numerosos experimentos, ya
que esta subpoblacién de células T expresa marcadores de activaciéon y memoria
gue son comunes a los expresados por células T recién activadas como CD25,

CTLA-4, GIRT y PD-L1 *'. Actualmente se utiliza el factor de transcripcién Foxp3

como marcador.
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La poblacion de células Treg ha sido aislada del timo y sangre periférica de

4243 "y representan entre el 5 al 10% del total de timocitos CD4*CD8

humanos
maduros y el 2 al 6% del total de linfocitos T CD4* en sangre periférica**. En
humanos las células CD4°CD25" con capacidad reguladora son aquéllas que
tienen alta expresion de la cadena alfa del receptor de la IL-2 (CD25™) y el 95% de
estas células tiene una expresion homogénea de CD45RO, CD62L, GIRT vy
CD122 %,

A partir del descubrimiento de la participaciéon de FOXP3 en la funcién de células

Treg 45, 45

y la observacion previa en base a la descripcion en 1982, del sindrome
de inmunodeficiencia ligado al cromosoma X asociado a enfermedad autoinmune
en érganos endocrinos (IPEX) *° y que este sindrome es similar al que desarrollan
los ratones deficientes de FoxP3, se establecié una clara y directa correlacion
entre células Treg de animales y humanos. Posteriormente se reportd que las
células Treg de humanos expresan FOXP3 *’. Este factor de trascripcion es un
marcador molecular que no solo confiere una caracteristica fenotipica exclusiva a
esta poblacion, sino también determina su origen y funcién. Cabe aclarar que en
las células T efectoras humanas activadas también expresan FOXP3 de manera
transitoria 4% °.

Se han descrito dos tipos de células Treg, las naturales (nTreg) y las inducidas
(iTregs). Las nTregs se originan en el timo, donde adquieren la expresion de
FOXP3 y requieren para su mantenimiento y expansion en la periferia de TGF-§ y
de IL-2. Las iTregs pueden generarse en bazo, nodulos linfaticos, tejido inflamado

y en el tejido linfoide asociado a intestino; se originan de células T CD4+ FOXP3 o

T convencionales que en condiciones de exposicion cronica a ciertos antigenos %0
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y en presencia de TGF-§ y acido retinoico adquieren la expresion de FOXP3 y se
vuelven supresoras °°2. Algunos estudios indican que las iTregs comparten su
repertorio de TCR con el de las células Tconv, lo que sugiere que las iTregs
controlan respuestas contra antigenos externos y que las nTregs, dado su origen
timico, controlan la respuesta inmune contra autoantigenos °* 3. Sin embargo, la
especificidad de las Tregs es controversial, pues también hay reportes que indican
que los TCRs de las nTregs reconocen principalmente antigenos externos > *°. Se
ha reportado también que las nTregs expresan FOXP3 de manera mas estable
que las iTregs; esta diferencia se relaciona con modificaciones epigenéticas, ya
que en las nTregs, dinucledtidos CpG en el locus de Foxp3 (en el promotor, en
CNS2 y en TSDR) se encuentran desmetilados mientras que en iTregs generadas
in vitro dichos motivos permanecen metilados *°. A pesar de las diferencias
descritas entre estas dos poblaciones es importante sefalar que determinar la
importancia de las nTregs e iTregs durante procesos inmunoldgicos ha sido
complicado debido a la falta de marcadores especificos que distingan a estas
poblaciones.

Se ha demostrado que las células Treg tienen la capacidad de convertirse en Th1
y Th17, lo cual depende del microambiente en que se encuentran, es decir de las
citocinas y de las células con las que interactian °. También se ha reportado la
existencia de Tregs “hibridas” es decir que coexpresan FoxP3 con factores de
transcripcion y citocinas caracteristicos de otros linajes como RORyt/ IL-17 y T-bet/
INF-y; estas células mantienen sus propiedades supresoras in vitro, pero se

desconoce su funcion in vivo 7 %8,
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Los mecanismos de supresion de las células T se dividen en citocinas inhibidoras,
dependientes de disrupcién metabdlica y dependientes de contacto *° *°.

Nos enfocaremos unicamente en el mecanismo supresor de las células Treg que
involucra la produccién de citocinas inhibitorias, como la IL-10, el TGF-g y la IL-35.
La IL-10 tiene la capacidad de inhibir la activacion de células presentadoras de
antigeno y de limitar la activacion de células T. Esta citocina también actua
directamente en linfocitos inhibiendo tanto su proliferacion como la produccién de
otras citocinas como IL-2, INF-y, IL-4 e IL-5. Ademas la IL-10 promueve la

generacion de ceélulas Tr1 que son células Foxp3™ con la capacidad de generar

grandes cantidades de IL-10 %2,

2.2 Espondilitis Anquilosante

Los procesos inflamatorios resultan esenciales para la defensa del huésped contra
los microorganismos invasores y para eliminar los detritus de las zonas con dafo y
de esta forma favorecer la reparacion tisular. Sin embargo, cuando este proceso
inflamatorio persiste o no es regulado, puede provocar la destruccién de los tejidos
del huésped como es el caso de algunas enfermedades autoinmunes como el
lupus y la artritis reumatoide °°.

La EA es considerada como el prototipo de las espondiloartritis. Esta es una
enfermedad inflamatoria crénica que afecta las articulaciones vertebrales,
particularmente las sacroiliacas, llevando a una fusion progresiva y ascendente de
las vértebras. También puede producir inflamacion de otras articulaciones como

tobillos, muiecas y rodillas. Afecta mas a hombres que a mujeres en una relacion
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3-4:1 con una prevalencia aproximada de 2 a 10 casos por 1000 habitantes. La
enfermedad suele iniciar en la tercera década de la vida; tiene un inicio gradual
con dolor e inflamacion en la region lumbar y presenta erosiones del cartilago del
hueso iliaco y posteriormente en el sacro reemplazando los bordes de la
articulacion erosionada por fibrocartilago que gradualmente se osifica hasta la
desaparicion de la articulacion. La progresion en ascenso de este proceso lleva a
la formacion de la columna en “cafa de bambu” caracteristica de esta
enfermedad, dando por resultado rigidez e inmovilidad en el paciente 2.

Después de mas de tres décadas del descubrimiento del HLA-B27 como el
principal factor genético asociado a la enfermedad, contribuyendo en la
susceptibilidad entre un 20 y un 40%, es claro que no es el unico factor, ya que
solo el 5% de la poblacién con HLA-B27 desarrolla la enfermedad .

Los hallazgos histopatoldgicos en esta enfermedad muestran un infiltrado con
predominio de linfocitos T tanto en las articulaciones axiales (sacroiliacas) como
las periféricas, con una mayor proporcién de linfocitos CD4", células NK y
macréfagos CD68*, con fibroblastos en proliferacion y con neovascularizacion 4,
sobreexpresién de RNA mensajero de TNF-a y TGF-B 3, el hueso destruido es
posteriormente remplazado y la osificacion endocondral resulta en anquilosis

6sea* (Figura 3).
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Figura 3: Radiografia en la que se pueden observar los sindesmofitos caracteristicos de la

enfermedad?.

2.3 Agentes Bloqueadores del TNF-a
Hasta el momento el mejor tratamiento para esta enfermedad es el uso de los
llamados “agentes bioldgicos” que han demostrado mejoria en el dolor, la
inflamacion y la funcion que inicia en el corto plazo pero que han demostrado tener
una eficacia sostenida a lo largo del tiempo %,
2.3.1 Infliximab

El infliximab es un anticuerpo monoclonal quimérico que se une de manera

especifica al TNF-a. Se administra por via intravenosa y las dosis convencionales
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para los pacientes con EA es de 5 mg/Kg cada 6 semanas. Uno de los estudios
mas grandes con este medicamento ha demostrado mejoras significativas en el
dolor, la funcion y la actividad de la enfermedad en 279 pacientes con enfermedad

activa comparados con placebo

. Después de 24 semanas el 61% de los
pacientes tenian mejoria en las escalas de respuesta mientras que en el grupo
placebo solo el 19%. Es importante hacer notar que a pesar de la eficacia y
seguridad del medicamento demostrado a largo plazo, hay una rapida pérdida de

la respuesta después de la suspension del tratamiento ° con recaidas de hasta el

60% a las 13.4 semanas '°.

2.3.2 Etanercept
El etanercept es una proteina de fusion dimérica del receptor humano p75 TNF
unida a una porcion Fc de IgG1 humana, que se une e inactiva el TNF-a. Es
administrada por via subcutanea a una dosis de 25mg dos veces por semana y a
diferencia del infliximab, éste también se une a otra citocina proinflamatoria, la
linfotoxina-a. *' y ha demostrado su eficacia en el control de la actividad de la
enfermedad en numerosos estudios cuando es comparado con placebo a las 12

semanas el 60% de los tratados contra el 23 % del grupo placebo ¢ 7.

2.3Modelos Animales
El uso de modelos animales se centra en las ratas transgénicas HLA B27, debido
a que los ratones transgénicos HLA B27 pueden desarrollar entesopatia que

también puede ocurrir en los ratones silvestres "> 7*. La primer evidencia de que el
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HLA B27 juega un papel directo en la enfermedad, viene del modelo de ratas
transgénicas donde la expresion de HLA B27 y de hf32m resultaba en inflamacion
del tracto gastrointestinal y de las articulaciones, con lesiones en piel y ufias
semejantes a las vistas en psoriasis’®. Sin embargo, es importante aclarar que las
ratas B27-Tg no proveen de un modelo exacto de la EA humana. Estos animales
no desarrollan anquilosis del esqueleto axial y la afeccion intestinal es mucho mas
evidente que la que se ve clasicamente en los humanos con EA, a menos que
tengan enfermedad inflamatoria intestinal como enfermedad coexistente.

En los modelos animales se ha demostrado que las células T son indispensables
para el desarrollo de la enfermedad ya que las ratas nu/nu transgénicas para B27
permanecen libres de enfermedad ®. En este mismo modelo se observé que la
transferencia de linfocitos T puede producir enfermedad inflamatoria intestinal
siendo mas eficientes los linfocitos CD4" que los CD8". Por otro lado se ha
demostrado que al depletar la poblacién de células CD8" no se evita el desarrollo
de colitis o artritis °, lo que sugiere una mayor participacion de las células CD4*
en el desarrollo de la enfermedad.

El infiltrado inflamatorio y los hallazgos descritos en modelos animales sugieren la
participacion importante de las células T CD4" en la iniciacion y perpetuacion de la
inflamacion en la EA y algunos grupos han intentado darle una participacion a las
poblaciones de células Th1 y Th2 analizando las citocinas en el suero y liquido
sinovial de pacientes con EA. Sin embargo la evidencia disponible no permite
diferenciar el tipo de respuesta que se da en esta enfermedad, lo que dificulta mas

el entendimiento y nos aleja de una mejor terapéutica °.
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2.4 Citocinas
Los estudios que han evaluado la produccion de citocinas en los pacientes con EA
son pocos y controversiales. En éstos se han encontrado que las células T
muestran una disminucion en la produccion de citocinas Th1. Rudwaleit y cols.
han reportado una disminucion de células T productoras de TNF-a e IFN-y en este

grupo de pacientes 7.

Mas aun, después del tratamiento con agentes
bloqueadores del TNF-a esta disminucién de células Th1 puede disminuir o
aumentar dependiendo del tratamiento ' ', El uso de bloqueadores del TNF-a
restaura las alteraciones en el perfil Th1 lo que sugiere que estas alteraciones de
la funcidén de las células T podrian ser secundarias a las anormalidades en el
balance de las citocinas derivadas de los macréfagos 2. Por otra parte se ha
reportado un aumento de IL-10 en el suero de pacientes con EA en relacién a
controles sanos, y este aumento no es dependiente de las células Th2 1o que
sugiere la participacion de otras poblaciones celulares en la produccion de esa
citocina antiinflamatoria.

Las citocinas tienen un papel muy importante en las alteraciones inmunolégicas en
las SpA en general. En la EA se producen tanto citocinas pro como
antiinflamatorias y éstas dependen de la actividad de la enfermedad, de las células
inflamatorias involucradas y de la localizacion de la inflamacion. Sin embargo

existe mucha controversia en los estudios publicados ' 2

ya que es dificil hacer
una determinacion de las citocinas en el suero por la vida media corta de las
mismas y los intentos de medirlas en liquido sinovial no aportan mucho al

conocimiento. Por esto es importante definir el perfil de citocinas usando otro tipo

de metodologia, como la determinacidn de citocinas intracitoplasmicas, ya que no
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s6lo es importante conocer las citocinas involucradas en esta enfermedad sino
también poder definir a las células productoras como Th1, Th2, Th17 y Treg en la
fisiopatogenia de la EA, lo cual permitira definir nuevas estrategias que permitan

restablecer el balance de la respuesta inmune en este grupo de pacientes.

3. Justificacién
Los reportes enfocados en el analisis de la respuesta inmunoldgica en pacientes
con EA son controversiales y por lo tanto limitan los nuevos enfoques terapéuticos
para el tratamiento de esta enfermedad.
Si bien los llamados “tratamientos bioldgicos”, que en el caso de la EA incluyen a
los agentes bloqueadores del TNF-a, han sido el mayor avance terapéutico en los
ultimos anos, no existen reportes de su efecto modulador de la respuesta
inmunoldgica de los linfocitos CD4".
Entre las subpoblaciones de células T efectoras definidas recientemente, las Th-17
han llamado particularmente la atencion por su fuerte asociacidn con las
enfermedades autoinmunes *>*’. Esto se debe al papel reportado de las células
Th17 autorreactivas en los modelos murinos de esclerosis multiple, psoriasis,
artritis reumatoide y enfermedad inflamatoria intestinal 234,
Es importante definir el tipo de respuesta celular (Th1, Th2 6 Th17) y la
participacion de otras poblaciones celulares como las células Treg en la
fisiopatogenia de la EA, para poder disenar estrategias que permitan restablecer el

balance inmunolégico en este grupo de pacientes.
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4. Hipotesis
En pacientes con EA existe una polarizacion de la respuesta inmune a Th17, la
cual esta asociada al desarrollo de la inflamaciéon autoinmune caracteristica de la

enfermedad.

5. Objetivos

5.1 General
Caracterizar las subpoblaciones de linfocitos Th1, Th2, Th17 y Tregs en la sangre
periférica, asi como el perfil de citocinas en los pacientes con EA para determinar
las subpoblaciones predominantes de células T.

5.2 Especificos
1. Establecer la distribucion fenotipica de las subpoblaciones de células T CD4"
(Th1, Th2, Th17 y Treg), en cultivos celulares obtenidos de sangre periférica de
pacientes con EA tratados o sin tratar con bloqueadores de TNF-q, pacientes con

artritis reumatoide (AR) y controles sanos.

2. Cuantificar los niveles de citocinas IL-6, IL-17A, IL-23, IFN-y, TNF-a, VEGF y

TGF-3, en el suero de pacientes con EA, AR y controles sanos.
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6. Materiales y Métodos
6.1 Pacientes
Se estudiaron un total de 66 pacientes: 20 (15 hombres) con EA de acuerdo con
los criterios modificados de Nueva York, (Tabla 1) %°. Los pacientes tenian una
edad media de 38.3 £ 11.6 afnos; 19 (17 hombres) con EA juvenil (EAJ) con una
edad media de 25.1 £ 10.1 afos y 20 (5 hombres) con AR de acuerdo con los
criterios del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) ¢, con una edad media de
47.2 +. 13.8 anos. Veinticinco individuos sanos (18 hombres), sin antecedentes de
enfermedades autoinmunes con una edad media 32.2 + 8.9 afios, se incluyeron
como controles. A todos los pacientes se les realizé al momento de la toma de la
muestra valoraciones de actividad con puntuacion de BASDAI para EA®" ® o de
DAS 28 para AR®. Cincuenta y nueve pacientes recibian tratamiento
farmacolégico convencional con Farmacos Modificadores de la Enfermedad
(FARME) y por lo menos un afio previo al estudio sin la administracion de agentes
biolégicos. Al momento de la toma de la muestra 2 pacientes con EA y 5 con EAJ
recibian tratamiento con anti-TNF-a (seis con Infliximab y uno con Etanercept al
menos durante un afio previo a la toma de la muestra). Las caracteristicas clinicas
y demograficas de los pacientes se resumen en la Tabla 2. Este protocolo fue
aprobado por el comité de ética del hospital y todos los pacientes y controles

firmaron una hoja de consentimiento informado.
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TABLA 1
Los Criterios Modificados de Nueva York (1984) Criterios de Clasificacion de

Espondilitis Anquilosante

A. Criterios Clinicos

-Dolor dorso-lumbar de al menos 3 meses de duracion, que mejora con ejercicio
y no con el reposo.

-Limitacion en el movimiento de la columna lumbar (hacia los lados y hacia el
frente)

-Disminucion en la expansion de la caja toracica en relacion a sus equivalentes
por edad y sexo
B. Criterios Radiolégicos
Bilateral sacroilitis grados 2-4 6

Sacroilitis unilateral grado 3 6 4

Se considera que un paciente tiene diagnéstico definitivo de espondilitis
anquilosante si un criterio radiolégico es asociado con al menos un criterio
clinico.

Se considera que un paciente tiene diagnéstico probable de espondilitis
anquilosante si estan presentes tres criterios clinicos o uno radiolégico sin
ningun criterio clinico

Tabla 1 Criterios modificados de Nueva York
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Tabla 2 Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes

Pacientes

Espondilitis Artritis Espondilitis Anquilosante Controles

Anquilosant Reumatoide con anti-TNF-a sanos

e

n=20 n=7 n=25

n=46
Género M/F 39/7 5/15 6/1 18/7
Edad
Rango*DE 31.1+12.6 47.2+13.8 28.3 + 11 32.2+8.9
Edad de inicio
Promedio*DE 15.4 + 6.1 425+12.3 126 +57 -
BASDAI
Promedio*DE 44+24 - 25+34 -
DAS28
Promedio*DE - 3.8+1.3 - -

BASDAI = Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (rango 0-10); DAS28 = Disease Activity Score 28.
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6.20btencién de células mononucleares
Se aislaron células mononucleares (CMN) de sangre periférica heparinizada a
través de gradiente de densidad (Lymphoprep Axis-Shield PoC AS, Oslo,
Noruega). Brevemente, se obtuvo una muestra de 20 mL de sangre periférica por
puncion venosa con el sistema Vacutainer en tubos con heparina. Las muestras se
centrifugaron 1000Xg durante 30 minutos a 17 °C. Se recolecto el anillo de células
en un tubo estéril de poliestireno de 15 mL, y se realizaron dos lavados con
solucion amortiguador de fosfatos salino (PBS) estéril centrifugando a 1000Xg
durante 10 minutos; se descarté el sobrenadante, se resuspendié el botdn celular
para determinar la viabilidad con azul tripano al 0.4% y se efectud la cuenta celular

en camara de Neubauer para ajustar a 1X10 © células /mL.

Gradiente de densidad < Plaquetas

<— CMN

<— Eritrocitos

o

CD4-PECy5

&>
CD3-APC
—

Sangre
periférica

Figura 4: Obtencion de células mononucleares a través de gradiente de densidad y caracterizacion
fenotipica de células TCD4".
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Caracterizacion fenotipica de células T CD4"

Para la cuantificacién de las subpoblaciones de células T, las células se marcaron
con los anticuerpos monoclonales anti-CD3-APC y anti-CD4-Cy5 de Beckton
Dickinson (BD Biosciences, San Diego, CA). 4X10 ® de CMN se incubaron con al
combinacion correspondiente de anticuerpos durante 30 minutos (4°C, oscuridad).
Posteriormente se lavaron dos veces (1000 g 5 minutos) y se resuspendieron en
paraformaldehido 1% para ser analizadas en el citbmetro de flujo. Las tinciones
intracelulares se realizaron utilizando las soluciones Cytofix/Cytoperm (BD
Biosciences) siguiendo las instrucciones del proveedor. El analisis se realiz6 en el
citometro FACSAria utilizando el programa FACSdiva (BD Biosciences),
capturando 50 000 eventos de la poblacion linfoide seleccionada de acuerdo a sus
caracteristicas de tamafo y granularidad. Para las tinciones intracitoplasmicas se
usaron anticuerpos anti-IFNy-APCCy7, anti-IL4-PE, anti-IL-17A-PE (BD) y anti-

FOXP3-FITC (BD Biosciences) (Figuras 5).
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Figura 5: Andlisis de linfocitos CD4 efectores. Los leucocitos fueron seleccionados acorde a sus
caracteristicas de tamafo y granularidad. Posteriormente se seleccionaron los linfocitos T por su expresion de
CD3. Finalmente la poblacion CD3+ CD4+ (linfocitos Th), se analizé en funcion de cada una de las citocinas
de interés.

6.3 Cuantificaciéon de IL-8 y citocinas en suero
Las concentraciones séricas de IL-6, IL-12, IL-17A, IFN-y, TNF-a e IL-8 fueron
determinadas por tecnologia LUMINEX de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante (Bio-Rad Laboratories Inc.,Hercules, CA, USA). El limite de deteccion
para el sistema fue 2.6, 3.5, 3.3, 6.4, 6.0 y 1.0 pg/ml, respectivamente y los

resultados fueron analizados usando el programa Bio-Plex version 4.1.
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6.4 Analisis estadistico
Las variables continuas fueron expresadas como mediana * la desviacidn
estandar. Las variables binomiales fueron expresadas como frecuencia y
porcentajes. Se uso Chi cuadrada, ANOVA vy t de student para las comparaciones
entre grupos. Los valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente
significativos. Se utilizé el Programa Estadistico para Ciencias Sociales (SPSS por

sus siglas en inglés) versidon 16 para el analisis.
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7. Resultados

7.1Incremento en el porcentaje de las células Th1, Th17 y Treg en
sangre periférica de pacientes con EA.
Se realizaron incubaciones con anticuerpos contra moléculas de superficie e
intracitoplasmicas para determinar en una muestra de células mononucleadas
recién aisladas el porcentaje de células Th1 (CD3", CD4" e IFNy"), Th2 (CD3",
CD4" e IL-4%), Th17 (CD3*, CD4" e IL-17A%) y Treg (CD3*, CD4* y FOXP3") y los
datos se analizaron como se indica en la Figuras 5-7.

Th1 Th17

2% 1%

Control sano

PE-A:INF-g PE-A
PE-A:IL1TPE-A

5%

Espondilitis anquilosante

PE-A: INF-g PE-A
PE-A: IL17 PE-A

T
o’ 10
PE-Cy5-A: CD4 PE-CY5-A

Th1 IFN<
Th17 IL-17

2%

Artritis reumatoide

PEA:INF-g PEA
PE-AILT PE-A

10° 10 10
PE-Cy5-A" CD4 PE-CY5-A

CD4 CD4

10° 10 10
PE-Cy5-A: CD4 PE-Cy5-A

Figura 6. Ejemplos representativos de las subpoblaciones analizadas por citometria de flujo. Dot Plot
de las subpoblaciones de células Th1y Th17 a partir de la ventana de células CD3" CD4" de controles sanos,
pacientes con espondilitis anquilosante, y artritis reumatoide.
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Figura 7. Analisis por citometria de flujo de la subpoblacion Th17. Las subpoblaciones de células T
productoras de IL-17 a partir de la ventana de células CD3'CD4" de controles sanos (HC), pacientes con
espondilitis anquilosante (AS), y pacientes con espondilitis anquilosante en tratamiento con agentes
bloqueadores del factor de necrosis tumoral alfa.

En la Figura 8 se observa que el porcentaje de células Th17 fue significativamente
mas alto en pacientes con EA en relacion con los pacientes con AR y con los
controles sanos (7.4% + 2.4 vs 1.4% = 1.1, p<0.001 y 0.7% = 0.2, p<0.001
respectivamente); no hubo diferencia en el porcentaje de células Th17 de
pacientes con AR y controles sanos. Sin embargo, se encontré un incremento en
el porcentaje de la poblaciéon Th1 tanto en pacientes con EA (4.2% + 1.1) como en
pacientes con AR (4.3% % 2.4) con respecto a los controles sanos (1.1% + 0.3 p<
0.001). Con estos resultados se demuestra un aumento cuantitativo en la
poblacién de células Th17 en la sangre periférica de los pacientes con EA

mientras que la poblacidon Th1 se encuentra elevada en ambas enfermedades
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inflamatorias con porcentajes similares (EA 3.9 = 2.1%; AR 4.3 = 2.4 vs Controles
sanos 1.1 = 0.3). En la misma figura, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de células Th2 en los tres grupos
estudiados (EA 2.1 £ 1.1, AR 1.6 £ 0.5 p= 0.48 y controles sanos 1 £+ 0.4 p=0.08).
Finalmente, el andlisis del porcentaje de células Treg FOXP3", mostré que hay un
incremento y éste se encontrd elevado en los pacientes con EA en relacion con los

controles sanos (7.5 £ 3.5 vs 5.3 £ 1.7 p=0.004), pero no en comparacion con los

de AR.
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Figura 8. Porcentaje de las superpoblaciones celulares en sangre periférica en condiciones libres de
estimulo ex vivo. Controles sanos (CS), pacientes con artritis reumatoide (AR) y pacientes con espondilitis
anquilosante (EA). Donde Th1 se tifié con anti-IFN-y-APC-Cy7, Th2 con anti-IL-4-PE, Th17 con anti-IL-17A-PE
(BD) y Tregs con anti-FOXP3-FITC.

7.2Poblaciones celulares en pacientes tratados con bloqueadores del
TNF-a.

Con el objetivo de evaluar la modulaciéon de los agentes biol6gicos sobre las

subpoblaciones celulares evaluamos a los pacientes que recibian este

tratamiento. Siete pacientes con EA recibian tratamiento con agentes bioldgicos 6

de ellos con Infliximab y uno con Etanercep. La figura 6 muestra que en el
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porcentaje de las subpoblaciones de células T CD4" se encontrd una disminucion

en las células Th17 comparadas con los pacientes con EA que solo recibian

tratamiento con FARMES, (0.9% + 0.5 vs 7.4% + 2.4 p <0.001) y porcentajes

similares a los de los controles sanos (0.7% £ 0.2 p=0.25). Asimismo, se observé

un patron similar de disminucion en el porcentaje de las células Th1 (EA con

bioldgico 0.4% £ 0.2 y controles sanos 1.1% + 0.3 p=0.06) y en las células Treg

(EA con biolégico 7 £ 2.1 y controles sanos 5.3 £ 1.7 p=0.15).
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Figura 9. Porcentaje de las subpoblaciones celulares en sangre periférica en condiciones libres de
estimulo ex vivo. Controles sanos (CS), pacientes con espondolitis anquilosante tratados con agentes
bloqueadores del TNF-a (a-TNF) y sin tratamiento bioldgico (EA). Donde Th1 se tifié con anti-IFN-y-APC-Cy?7,

Th2 con anti- IL-4-PE, Th17 con anti-IL-17A-PE (BD) y Tregs con anti-Foxp3-FITC.
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8. Discusion

Se identificé un aumento de los linfocitos CD4" productores de IL-17 en sangre
periférica de pacientes con EA, lo que representa el primer reporte que demuestra
dicha polarizacién de la respuesta inmune celular en condiciones libres de
estimulo ex vivo. Esta produccién espontanea de citocinas ha sido reportada en
infecciones °°; la persistencia de este estimulo podria promover la diferenciacion
de las subpoblaciones de las células T asociadas con las enfermedades
autoinmunes inflamatorias, como las Th17. En el grupo de pacientes con EA
también se encontr6 un incremento en las subpoblaciones Th1 y Treg.
Previamente se ha reportado un aumento en la frecuencia de la poblacion de las
células Th17 en células mononucleares tanto en pacientes con EA como con AR
'® mientras que otros estudios han mostrado dicho aumento sélo en las SpA '’ al
igual que nuestros resultados. Estos diferentes resultados pueden deberse al
hecho de que las células Th17 en estos trabajos fueron cuantificadas después de
recibir estimulos con mitégenos o con anticuerpos dirigidos contra antigenos de
superficie como el antiCD3/CD28. A pesar de que el uso de anticuerpos
antiCD3/CD28 provee de un estimulo mas fisiolégico que el uso de
PMA/ionomicina, ambos envian sefales intracelulares que activan a los linfocitos
T y esta activacion podria no reflejar el estado de las subpoblaciones de células T
en condiciones basales.

Si bien el tratamiento con bloqueadores de TNF-a ha sido estudiado desde
diferentes perspectivas, éste es el primer reporte en humanos sobre su efecto en

esta nueva subpoblacién de células T efectoras. En este grupo de pacientes con
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EA encontramos no sélo disminucion de las células Th17 sino también de las Th1
y de las citocinas en suero correspondientes a cada subpoblacion. El incremento
en la subpoblacién Th1 se encontré tanto en los pacientes con AR como en
aquellos con EA sin tratamiento con este farmaco bioldgico lo que sugiere que
vias de sefalizacién a través de la subunidad p40 por las que el TNF-a podria
regular ambas poblaciones ®. Un estudio previo en modelos murinos ha reportado
que el uso de agentes bloqueadores del TNF-a, ya sea con el receptor soluble o
con anticuerpos monoclonales, previene la migracion de las subpoblaciones de los
ganglios linfaticos a la periferia 8. Ademas se ha reportado que el TNF-a acttia en
la diferenciacion de las células dendriticas, que a la vez son capaces de favorecer
la diferenciaciéon de las subpoblaciones de células T caracterizadas por la
produccion de citocinas inflamatorias como son la Th1 y la Th17, y que el uso de
agentes bloqueadores del TNF-a en pacientes con EA previene la maduracion de
las células dendriticas MHC-II mieloides y disminuye el numero de células T

productoras de TNF-o,, IFN-y, y IL2 % 1°,

En el modelo de plasticidad celular propuesto por Lohr y cols. 34

, la respuesta
inflamatoria iniciada por la produccion de IL-6 favorece la diferenciacion de las
células Th17 que a su vez, favorecen el desarrollo de las Th1, teniendo ambas
subpoblaciones una participacion importante en la fase aguda de las
enfermedades *. Esta fase es seguida por la inhibicion de las células Th1 y el
predominio de las Th17 y acompafada por el incremento en las manifestaciones

clinicas, que nuevamente favorece el incremento de las células Th1 pero esta vez

con el de las células Treg, ambas disminuyen el numero de células Th17, siendo
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en esta tercera y ultima fase donde las células Treg llevan a la recuperacion
clinica .

En la espondilitis anquilosante, que es una enfermedad inflamatoria crénica, la
presencia de un ambiente persistentemente pro-inflamatorio favorece la
diferenciacion a células Th1 y Th17. Es posible que el incremento observado en
las células Treg sea un intento de los mecanismos de tolerancia periférica de
controlar la respuesta inflamatoria pero que esta capacidad supresora esté siendo
sobrepasada, que las células efectoras no sean susceptibles a ser reguladas ** °'
0 que sean células activadas con expresion temporal de los marcadores de las
células Treg. También se ha reportado una via comun de diferenciacion de las
células Treg y Th17, lo que acaso implique que las células identificadas como
CD4" FOXP3" en los pacientes con EA se encuentren comprometidas a
diferenciarse a células productoras de IL-17 *2.

En conclusion, este trabajo demuestra la polarizacion de las subpoblaciones de
células T en una enfermedad autoinmune sin estimulos posteriores a su
obtencion, lo que permite valorar la respuesta celular real de la enfermedad y sus

modificaciones con el uso de agentes bioldgicos, como son los bloqueadores del

TNF-a.
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9. Perspectivas

- Andlisis con estimulacion in vitro de la polarizacion de las células T en
pacientes con EA.

- Distribucion de las células T CD4" virgenes, de memoria y efectoras en
pacientes con EA.

- Efecto de la terapia con “agentes bioldgicos” sobre las poblaciones de células

T CD4" y células dendriticas.
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In Vivo Peripheral Blood Proinflammatory T Cells in
Patients with Ankylosing Spondylitis

LEONARDO LIMON-CAMACHO, MARTA INES VARGAS-ROJAS, JANITZIA VAZQUEZ-MELLADO,
JULIO CASASOLA-VARGAS, JOSE F. MOCTEZUMA, RUBEN BURGOS-VARGAS, and LUIS LLORENTE

ABSTRACT. Objective. Previous reports have shown an increase in peripheral blood mononuclear cells’ (PBMC)

Th17 cell subpopulation and tumor necrosis factor-o. (TNF-at) secretion after in vitro stimulation with
anti-CD3/CD28 or phorbol myristate acetate/ionomycin in ankylosing spondylitis (AS). The aim of our
study was to determine whether there is a Th17 polarization not subjected to in vitro stimulation in
patients with AS.

Methods. Nonstimulated PBMC were analyzed from 46 patients with AS, including 7 (15.2%) receiv-
ing tumor necrosis factor-a (TNF-a) inhibitors, 20 patients with rheumatoid arthritis, and 25 healthy
controls. The surface phenotype of freshly isolated PBMC was determined by flow cytometry.
Thl, Th2, Th17, and Treg subsets were defined as CD3+CD4+IFN-y+, CD3+CD4+IL-4+,
CD3+CD4+IL-17A+, and CD3+CD4+FoxP3+, respectively. Serum cytokines and interleukin 8 (IL-8)
levels were quantified by Luminex technology.

Results. The percentages of Th17 and Thl cells in AS were higher than in healthy controls (7.4% +
1.8% vs 0.7% +0.2% and 4.0% + 1.3% vs 1.1% + 0.3%, respectively; p < 0.0001). Th17 and Th1 cell
subsets in patients taking TNF-a inhibitors were lower than in those naive to such therapeutics and sim-
ilar to healthy controls. Serum levels of IL-6, IL-17A, TNF-c., and IL-8 were significantly higher in
patients with AS compared to controls.

Conclusion. The percentages of Th17 and Th1 cells in PBMC without in vitro stimulation, as well as
cytokine and IL-8 levels, were significantly increased in patients with AS compared with healthy con-
trols. These T cell subsets and cytokine profiles of patients with AS taking TNF-a. inhibitors were sim-
ilar to those of healthy controls. (First Release Feb 15 2012; J Rheumatol 2012;39:830-5; doi:10.3899/

jrheum.110862)

Key Indexing Terms:

TH17 ANKYLOSING SPONDYLITIS

One of the most important changes in immunology concepts in
recent years is the emergence of Th17 cells as a new subpopu-
lation of CD4+ T cells characterized by the production of proin-
flammatory cytokines, particularly interleukin 17 (IL-17A)!2,
but also IL-6, IL-17F, IL-22, tumor necrosis factor-o. (TNF-ar),
and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor.
Moreover, Th17 cells have been related to autoimmune dis-
eases’. They also stimulate the formation of osteoclasts and

From the Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas, Hospital
General de México, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubirdn, Mexico City, Mexico.

Supported by a grant from the Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
of Mexico (CONACYT grant no. 084669).

L. Limén-Camacho, MD, PhD, UNAM; M 1. Vargas-Rojas, MD, PhD,
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas;
J. Vdzquez-Mellado, MD, PhD; J. Casasola-Vargas, MD; J.F. Moctezuma,
MD; R. Burgos-Vargas, MD, Hospital General de México;
MD, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubirdn.

Address correspondence to Dr. L. Llorente, Immunology and
Rheumatology, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

Salvador Zubirdn, Vasco de Quiroga 15 Tlalpan, Mexico City, D.F. 14000,

Mexico. E-mail: luisllorentepeters57@gmail.com
Accepted for publication November 9, 2011.

TUMOR NECROSIS FACTOR-a

consequently bone resorption, and they recruit neutrophils and
monocytes*>9. Although the cause of ankylosing spondylitis
(AS) is still unknown, a number of studies have clearly demon-
strated a significant role of TNF-o in the pathogenesis of the
disease’. The participation of TNF-. in the pathogenesis of AS
has been demonstrated by the clinical improvement observed
with the use of TNF-o. blockers in these patients3-10-1!,
However, the effect of this treatment on the effector T cell sub-
populations in circulating blood is still unknown.

Reports have dealt with the possible role of Th17 cells in
AS and related spondyloarthritis (SpA). Indeed, sera of
patients with AS have increased levels of IL-17 and
TNF-a.'213 as well as Th17 cells after in vitro stimulation!*13.
It is important, however, to determine whether there is a polar-
ization to a Th17 response not subjected to in vitro stimula-
tion, by either anti-CD3/CD28 antibodies or phorbol myristate
acetate/ionomycin.

The aim of our study was to evaluate the phenotype of
freshly isolated circulating CD4+ T cells from patients with
AS, including juvenile and adult-onset forms, as well as those
naive to TNF-a blockers and those receiving such biologic
agents, and compare them with healthy controls and patients
with rheumatoid arthritis (RA).
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MATERIALS AND METHODS

We studied peripheral blood samples of 46 patients with AS diagnosed
according to the modified New York criteria'®, including 28 with
juvenile-onset (60.9%: 25 males) and 18 with adult-onset (39.1%:; 13 males)
disease; 7 (15.2%) received TNF-at inhibitors (6 of them infliximab and 1
etanercept). Twenty-six patients (54.2%), including 1 receiving a TNF-o
blocker, scored = 4 on the BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease
Activity Index)'”'8, We included as controls 20 patients with RA!® as a joint
autoimmune disease as well as 25 healthy controls. Demographic and clinical
characteristics of the study population are shown in Table 1.

The study was approved by the Committees of Medical Ethics of our
institutions. Only participants who gave informed consent to participate were
recruited.

Analysis of the CD4+ T cell subpopulations in mononuclear cells by flow
cytometry. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by den-
sity gradient centrifugation on Lymphoprep (Axis-Shield PoC AS, Oslo,
Norway). In order to analyze the distribution of Thl, Th2, Th17. and Treg
subpopulations, cells were first labeled with both antigen-presenting cell-anti-
human CD3 and PECy5-anti-human CD4 monoclonal antibodies (BD
PharMingen, San Diego, CA, USA) in 4 separated tubes at room temperature
in the dark for 20 min. Cells were washed and permeabilized with
cytofix/cytoperm solution (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) at 4°C for
20 min. Intracellular staining was performed with a PECy7-anti-human inter-
feron-y (IFN-y), PE-anti-human IL-4, PE-anti-human IL-17A, and FITC-anti-
human FoxP3 monoclonal antibodies (eBioscience, San Diego, CA, USA). T
cell subsets were analyzed with a flow cytometry FACSAria system (BD
Biosciences). Isotype controls were used to set the threshold and gates in the
cytometer. An electronic gate was made for CD3+CD4+ cells and a total of
50,000 events were recorded for each sample and analyzed with the
FACSDiva software (BD Biosciences). Results are expressed as the relative
percentage of IFN-y, IL-4, IL-17A, or FoxP3-expressing cells present in each
gate.

Cytokine and IL-8 quantitation by Luminex in serum. Serum concentrations
of IL-6, IL-12, IL-17A, IFN-y, TNF-q, and IL-8 were measured by Luminex
bead-based technology according to the manufacturer’s recommendation
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). The detection limit of the
experimental system was 2.6, 3.5, 3.3, 6.4, 6.0, and 1.0 pg/ml, respectively.
Results were analyzed using Bio-Plex v 4.1 software.

Statistical analysis. Continuous variables were expressed as mean + SD.
Binomial variables were expressed as frequency and percentages. Chi-square,
ANOVA, and t tests were used for comparisons between groups. The p values
<0.05 were considered statistically significant. SPSS version 16 software was
used.

RESULTS
Increased percentage of Thl, Thi7, and Treg cells in periph-
eral blood from patients with AS. When comparing the per-

centages of cell populations between juvenile and adult-onset
patients with AS, no differences were found (data not shown)
and thus both groups were joined for the remaining analyses,
here denoted the patients with AS. The percentage of Th17
cells was significantly higher in patients with AS compared
with healthy controls [74% + 1.8% vs 0.7% = 02% (p <
0.0001); Figure 1].

A certain trend of higher numbers of Thl17 cells was
observed in patients with RA compared with healthy controls
(p = 0.06; Figure 2). A clear difference was found, however,
in the Th1 cell subpopulation, with an increased percentage in
both patients with AS (4.0% + 1.3%) and those with RA (4.2%
+ 1.5%) compared with healthy controls [1.1% + 0.3% (p <
0.0001); Table 2]. These results showed a quantitative
increase in the Th17 cell subpopulation of peripheral blood
from patients with AS, while greater percentages of the Thl
cell subpopulation were similar in both inflammatory dis-
eases. There were no statistically significant differences in the
Th2 cell population percentage in the 3 groups under study
[AS 1.3% +0.4%,RA 1.1% = 0.3% (p = 0.49), and healthy
controls 1.0% +0.4% (p = 0.10)]. The percentage of Treg cells
was also investigated according to FoxP3 expression. These
cells were increased in patients with AS compared with
healthy controls [7.3% + 1.3% vs 53% + 1.7% (p = 0.01);
Table 2 and Figure 2].
Cell populations in patients treated with TNF-a inhibitors.
Seven patients with AS were receiving treatment with biolog-
ical agents: 6 with infliximab and 1 with etanercept. When the
analysis was made on the percentages of CD3+CD4+ subpop-
ulations, we found lower percentages of Th17 cells in these
patients compared with AS patients who received other treat-
ments [0.8% +0.2% vs 7.4% + 1.8% (p < 0.0001)], and per-
centages similar to those found in controls [0.7% + 0.2% (p =
0.85); Figure 3]. Further, it was observed that patients treated
with TNF-a. blockers had lower percentages of Th1 cells than
healthy controls [0.7% + 0.2% vs 1.1% = 0.3 (p = 0.02)]. No
significant difference was found in Treg cells [AS patients
with biological treatment 5.7% =+ 1.8%; controls 5.3% + 1.7%
(p=0.74)].

Serum cytokines and IL-8 levels were quantified in 11

Table 1. Demographic and clinical characteristics of the study population. Values are expressed as mean + SD.

Characteristic AS, AS with Anti-TNF-a, RA, Healthy Controls, p*
n=39 n=7 n=20 n=25
Age, yrs 32+13 28+ 11 47 = 14 32x8 <0.0001
Sex, M/F 32/7 6/1 5/15 18/7 NS
Age at disease onset, yrs 17 =2 161 43+3 — <0.0001
CRP 14+32 104+64 1173 - 08
BASDAI 4424 25+34 — - <0.0001
DAS28 — — 38+13 == ND

* ANOVA. AS: ankylosing spondylitis: RA: rheumatoid arthritis; NS: no significant difference: ND: not deter-
mined; CRP: C-reactive protein; BASDAI: Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index: DAS28:
28-joint Disease Activity Score; TNF: tumor necrosis factor.
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Figure 1. Flow cytometry analysis of the Th17 subpopulations. Representative contour showing ex vivo-detected CD4+ T cells producing IL-17A in human periph-
eral blood lymphocytes from healthy controls (HC), patients with ankylosing spondylitis (AS), and patients with AS treated with TNF-o. inhibitors.

selected patients with AS who had BASDALI scores = 6 and
Th17 levels = 8%; in 5 patients with AS under treatment with
TNF-a. inhibitors (1 patient with active disease and a missing
serum measurement were excluded); and in 8 healthy con-
trols. Elevated serum levels of IL-6, IL-12, IL-17A, IEN-y,
TNF-a, and TL-8 were found in patients with AS. In all
instances, cytokines and IL-8 were significantly higher com-
pared with patients receiving TNF-o. blockers and healthy
controls (Table 3).

DISCUSSION

We identified an in vivo increase of IL-17-producing CD4+
lymphocytes in peripheral blood from patients with AS. This
spontaneous production of cytokines has been reported in bac-
terial infections. The persistence of this stimulus could pro-
mote the differentiation of T cell subpopulations associated
with autoimmune inflammatory disease, such as the Thl7
cells.

This group of patients also showed an increase in Th1 and
Treg cell subpopulations. Reports have shown an increase in the
percentage of Th17 cells in mononuclear cells in patients with
AS and those with RA!S, while another study shows an increase
solely in SpA, very much like our own results'4. These appar-
ent contradictions could be due to the fact that Th17 cells in
these studies were quantified after in vitro stimuli.

Even though the use of anti-CD3/CD28?! antibodies pro-
vides a more physiological stimulus for T cells than phorbol
myristate acetate/ionomycin®?, both send intracellular signals
that trigger T lymphocytes. This activation, however, does not
reflect the state of T cell subpopulations in basal conditions.

On the other hand, patients treated with TNF-o. blockers
showed a decrease not only in IFN-y-producing and
IL-17A-producing CD4+ T cells, but also in cytokine levels in
serum. It is known that patients with AS have increased levels
of TNF-c in serum'3. This cytokine is a powerful proinflam-
matory mediator, with the ability to produce inflammation

—-| Personal non-commercial use only. The Journal of Rheumatology Copyright © 2012. All rights reserved. i—
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Figure 2. Comparison of the T cell subpopulations between patients with ankylosing spondylitis (AS), patients with rheumatoid arthritis (RA), and
healthy controls (HC). Percentages of T cell subpopulations (Th1, Th2, Th17, and Treg) in peripheral blood of HC, patients with AS, and patients with
RA.

Table 2. Comparison between groups on T cell subsets in peripheral blood. Values are expressed as mean + SD

percentage.

Subpopulation AS, AS with Anti-TNF-a., RA, Healthy Controls, p*
n=39 n=7 n =20 n=25

Thl 40£13 0.7+02 42x15 1.1+03 <0.0001

Th2 13+04 1306 1.1+03 1+04 02

Th17 74+18 08+0.2 14+1.1 0702 <0.0001

Treg 7313 57+18 6319 53w 1.7 0.03

* One-way ANOVA. AS: ankylosing spondylitis; TNF: tumor necrosis factor; RA: rheumatoid arthritis.
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Figure 3. Comparison of the T cell subpopulations between patients with ankylosing spondylitis (AS) and healthy controls (HC). Percentages of T cell subpopu-
lations (Th1, Th2, Th17, and Treg) in peripheral blood of HC, patients with AS, and patients with AS treated with TNF-c inhibitors.
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Table 3. Comparison of serum cytokines and IL-8 levels among groups. Values are expressed as mean + SD.

Cytokine AS, AS with Anti-TNF-a., Controls, p*
n=11 n=_§

IL-6, pg/ml 5352+842 4406 25+02 <0.0001
IL-8. pg/ml 1114.1 £4259 61+12 23£02 0.03
IL-12, pg/ml 103+18 3&02 32+0.1 0.001
IL-17A, pg/ml 25+32 21+05 33+02 <0.0001
IFN-y, pg/ml 96.1 £ 16 20231 42.1+23 0.001
TNF-a., pg/ml 1263+7.6 47£08 6+04 <0.0001

* One-way ANOVA. AS: ankylosing spondylitis; TNF: tumor necrosis factor; IFN: interferon.

through direct and indirect mechanisms. The clinical improve-
ment of patients with AS who use TNF-a. inhibitors indicates
the participation of TNF-a. in the pathogenesis of AS%10-1! Tn
animal models of arthritis, it has been shown that the use of
TNF-a inhibitors, with the soluble fraction receptor or with
the monoclonal antibody, results in a decrease in Thl and
Th17 cells in joints, suggesting common pathways for these
cell populations?3, Further, these studies suggest that an expla-
nation for this decrease in T cell subpopulations is that the use
of these biological agents prevents cellular migration from the
lymphatic nodes to the periphery. However, it has been report-
ed that TNF-o takes part in the differentiation of dendritic
cells, which in turn are able to favor the differentiation of Th1l
and Th17 effector T cell subpopulations characterized by the
production of inflammatory cytokines?*, and that the use of
TNF-a inhibitors in patients with AS prevents the maturation
of MHC-II myeloid dendritic cells and decreases the number
of T cells producing TNF-c., IFN-y, and IL-223-26,

The balance between effectors and Treg cells in the periph-
ery depends on many variables, such as the concentration and
kind of antigen, the target organ, and the cytokines produced
by the same T cells and by the antigen-presenting cells, which
in turn stimulate the secretion of cytokines by other cell pop-
ulations, creating a microenvironment that modulates cell dif-
ferentiation and defines the kind of immune response. In the
cell plasticity model proposed by Lohr, et al*’, a kinetic model
of the polarization of immune cell response is shown. In this
model, the inflammatory response initiated by the production
of IL-6 triggers the differentiation of Th17 cells which, in
turn, gives rise to the development of Th1 cells, suggesting the
participation of both Th cells in an acute stage of the disease.
This phase is followed by the inhibition of Thl cells and the
predominance of Th17 cells, accompanied by the increase of
clinical manifestations, which in turn triggers yet again the
increase of Th1 cells, a change that together with the increase
in Treg cells decreases the number of Th17 cells. It is in this
third and last phase that the predominance of the Treg cell
population leads to recovery. Within the framework of AS,
which is a chronic inflammatory disease with a persistent
proinflammatory environment, the conditions for the differen-
tiation of Th1 and Th17 cells are always favorable, and thus a
feedback mechanism is created that leads to the perpetuation

of the inflammatory process. It is possible that the increase of
Treg cells is caused by an attempt by the peripheral tolerance
mechanisms to control the immune response and that the sup-
pressing capacity of Treg cells is surpassed; or it might be that
the effector cells are not susceptible to regulation, as seen in
other diseases?82%. Another possibility is that the increase of
these cells is related to the common differentiation pathways
of Treg and Th17 cells, suggesting that cells identified as
CD4+FoxP3+ could become IL-17-producing cells?.

Our results suggest a role for Th17 cells in the pathogene-
sis of AS, and that treatment with TNF-a inhibitors decreases
peripheral cell populations characterized by the production of
proinflammatory cytokines, such as Thl and Th17 cell sub-
populations.
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