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RESUMEN

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune, cronica e inflamatoria, que sin
un tratamiento modificador de enfermedad, evoluciona hacia la discapacidad, impactando de
manera notable en la calidad de vida de los pacientes. En nuestro pais, en base a estudios en
varias regiones, se considera una prevalencia promedio de 1.6%. La evolucion clinica del
paciente es muy heterogénea por lo cual resulta de gran importancia la evaluacion de
marcadores moleculares que ayuden al clinico a decidir sobre el procedimiento
farmacol6gico méas acorde con el paciente. Entre los cientos de moléculas evaluadas a ese
respecto, PD-1 y CCR6 son moléculas presentes en células inmunes tanto en sangre periférica
como en liquido sinovial, que parecen jugar un papel fisioldgico durante esta patologia, sin
embargo, su utilidad como biomarcadores no ha sido evaluada previamente. Por otro lado,
estudios recientes han identificado que las enfermedades musculoesqueléticas y la Artritis
Reumatoide (AR) tienen un impacto mayor en poblaciones vulnerables, como son los
individuos de comunidades indigenas. En base a los pocos estudios realizados previamente,
suponen una gran heterogeneidad entre las poblaciones, sin embargo, algo en que coinciden
es que el escenario es peor en los indigenas (mayor actividad clinica de la enfermedad y
menor respuesta al tratamiento). Debido a la escasa cantidad de estudios, se ignora si las
diferencias con respecto a poblaciones no-indigenas son causadas por su exclusiéon de
servicios o si es una caracteristica propia de la poblacién. Con esta idea, realizamos una
colaboracion con la Clinica Esquipulas de San Cristébal de las Casas para iniciar la
caracterizacion clinica de los pacientes con AR de las comunidades indigenas de la region de
los Altos de Chiapas. El objetivo propuesto fue comparar los niveles de los marcadores PD-
1 y CCR6 en células mononucleares de sangre periférica positivas para el marcador de
activacion CD45, tanto de pacientes indigenas como de urbanos con AR. Posterior a la
estandarizacion del procedimiento para verificar que las muestras obtenidas en Chiapas y en
Cuernavaca fueran equivalentes para la evaluacion por citometria de flujo, se realizaron
evaluaciones en paralelo. En total, el estudio consiguié evaluar 20 muestras de pacientes
indigenas y 25 muestras de pacientes derivados del Hospital General de Cuernavaca
(urbanos) con AR. Al comparar sus caracteristicas demograficas y clinicas, se pudo observar
diferencias significativas en el tiempo desde el inicio de sintomas, titulo de FR, porcentaje
de oCCP positivo, pero no de actividad clinica. Por su parte, tras el anlisis de
fenotipificacion para los marcadores PD-1, CCR6 y CD45 en la subpoblacion de linfocitos

de sangre periférica se observd que los pacientes indigenas mostraron niveles



significativamente mayores de las poblaciones PD-1Y/CD45*, PD-1*/CD45- y abundancia
relativa por célula de PD-1. Por su parte, no se observaron diferencias significativas para las
poblaciones de linfocitos CCR6" o los marcadores celulares CCR6 o CD45. Finalmente, se
evaluaron por analisis de correlacion, la posible relacion entre los niveles de poblaciones
celulares o nivel de marcador celular y la actividad clinica y aunque se observd ligera
tendencia a mostrar una relacion positiva entre los niveles de PD-1*/CD45" y el DAS28, esto
no alcanzé significancia estadistica. En base a estos resultados, se propone que a diferencia
el marcador CCR6 en linfocitos sanguineos que no fue diferente entre ambos grupos de
pacientes, el nivel de PD-1 y las poblaciones de linfocitos positivas fue mayor en los
pacientes indigenas, en comparacion con los pacientes urbanos. Sin embargo, el cambio en
el nivel parece no asociarse con cambio en la actividad clinica, por lo que se requiere mas
estudio para identificar los posibles factores de su expresion, asi como su posible papel en la

patologia.



1. ARTRITIS REUMATOIDE

1.1. Generalidades

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad crénico-degenerativa, autoinmune,
inflamatoria e incapacitante, con una prevalencia a nivel mundial de entre 0.5y 1% y que
puede progresar hacia la discapacidad, de no recibir un tratamiento a tiempo y adecuado para
modificar la enfermedad [1-3]. La AR es la enfermedad mas frecuente entre las enfermedades
autoinmunes y su incidencia es varias veces mas frecuente en mujeres que en hombres (en
una relacion de 3:1), particularmente entre los 40-60 afios. Presumiblemente, una de las
causas por la cual es més frecuente en mujeres que en hombres podria deberse al efecto que
tienen algunas hormonas sexuales (como los estrogenos) sobre el sistema inmunolégico [2].

La AR puede afectar a cualquier articulacién diartroidal y otros tejidos, pero
principalmente afecta a las articulaciones metacarpofalangicas, proximales interfalangicas y
metatarsofalangicas, mufiecas y rodillas. No obstante, también puede causar otro tipo de
manifestaciones clinicas (extra-articulares), tales como vasculitis, glomerulonefritis,
pericarditis, pleuritis, escleritis, entre otras; siendo los nddulos reumatoides las
manifestaciones extraarticulares mas frecuentes, presentdndose en un 7% en pacientes con
AR en etapa temprana y un 30% de pacientes lo desarrollan en una etapa tardia de la
enfermedad [4, 5].

Asimismo, la AR establecida se caracteriza principalmente por una poliartritis
simétrica, es decir, que afecta las articulaciones de ambas manos, mufiecas y pies. Al tiempo
que también genera sinovitis y la formacion de autoanticuerpos. La degradacion de la matriz
extracelular es un sello distintivo de la AR en procesos avanzados, ya que es responsable de
la destruccion de cartilago, ligamentos, tendones y huesos y, por lo tanto, de las
deformaciones e incapacidad [1, 6]. La severidad de la AR puede fluctuar con el tiempo, y
resulta en el desarrollo progresivo de los diversos grados de destruccion de las articulaciones,
deformidad, la disminucién significativa en el estado funcional y el incremento en la
morbilidad y mortalidad del paciente. Las principales manifestaciones de la AR en los
pacientes son dolor, tumefaccion y disminucion de la movilidad. EI dolor puede presentarse
desde una forma leve con el movimiento hasta un dolor intenso y persistente durante el
reposo; se puede exacerbar con la presion y el movimiento. La tumefaccion articular se
desarrolla debido al tejido sinovial proliferante, el cual se encuentra engrosado, con edema

y, a menudo, con tensién debido al incremento de liquido sinovial [4, 7].
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1.2. Factores de riesgo

Los factores especificos que llevan al desarrollo de la AR aun se desconocen, sin
embargo, multiples estudios han sefialado que intervienen factores genéticos, ambientales e
inmunoldgicos y que la interaccion entre estos puede ser determinante en el
desencadenamiento y progresion de la enfermedad [8]. En general se asume que el desarrollo
de la AR esta determinado por un genotipo predisponente sobre el cual los factores
ambientales y biologicos operan para dar como resultado la respuesta sinovial inflamatoria y
destructiva.

Con respecto a los factores de riesgo genéticos, varios estudios han identificado que
muchos loci genético estan asociados con el desarrollo de la AR (Tabla I), llegando a
contabilizarse mas de 100 genes [9]. Sin embargo, algunos de ellos parecen tener una
frecuencia significativa mas alta entre las diferentes poblaciones humanas, tales como los
loci para HLA DRB1/4 y PTEN. Merece una mencion particular el HLA DRB1/4 porque
parece ofrecer una explicacion molecular al desarrollo de la autoinmunidad por
modificaciones pos-traduccionales en las proteinas humanas, a este loci se conoce como
"epitope compartido"[10]. La presencia de variaciones polimorficas en un tramo de 5
aminoéacidos de la secuencia de las cadenas polipéptidicas para el HLA clase Il, como HLA-
DRB1*01 y HLA-DRB1*04, parece desempefiar un papel clave para seleccion de los
péptidos antigénicos a reconocer por el sistema inmune adaptativo. Ahora se sabe que los
aminoacidos incluidos en el tramo conocido como "epitope compartido” se distribuyen en el
fondo y pared del surco de reconocimiento antigénico de la cadena beta del HLA. Se sugiere
que la presencia de algunas variantes de aminoacidos favorece el reconocimiento de péptidos
cotidianamente descartados. Ahora se sugiere que si la presencia de "epitopo compartido™
coincide con citrulinacién de proteinas (por ejemplo, como consecuencia del tabaquismo) y
procesos infecciosos o de "peligro™ celular, se pueden dar las condiciones para iniciar un
proceso autoinmune [11, 12].

Aunqgue otros genes muestran asociaciones para el desarrollo de AR mas débiles que
el HLA DRB1 (Tabla 1) también pueden contribuir en su desarrollo, especialmente al
considerar las interacciones gen-gen y gen-ambiente [13, 14].

Los factores de riesgo de tipo ambiental para el desarrollo de la AR son varios,

dentro de los cuales destacan el tabaquismo, la periodontitis y el efecto del microbioma oral,
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intestinal o pulmonar, asi como las infecciones virales. Sin duda uno de los elementos mas
reconocidos que favorece el desarrollo de AR, sobretodo en personas con epitope compartido
positivo, es el tabaquismo. A ese respecto, dentro de los mecanismos propuestos para explicar
su efecto, se asume que la toxicidad pulmonar del humo del tabaco desencadena un proceso
de dafo tisular que favorece la expresion y activacion de la enzima Arginin-Peptidil
Deiminasa (APD) de tipo IV en neutrdfilos, lo que lleva a la citrulinacion de proteinas
solubles a nivel alveolar [15]. Como se describira después, este evento favorece la generacion
de una respuesta inmune de memoria en contra de neoantigenos citrulinados (ver Figura 2 y
3).

TABLA I. Genes que han mostrado asociacion con susceptibilidad y proteccion en AR[16].

Gen Localizacion SNP OR Valor de p
HLA-DRB1 | 6p21.3 rs6910071 2.88 1.0 x 10299
PTPN22 1p13.3-13.1 |R620W 1.91 9.1x 1074
oADI 1936 rs2240340 1.14 75x10°5

rs10818488 1.28 1.40 x 108

rs3761847 1.13 0.001
TRAF1-C5 | 9q33-34

rs3087243 0.44 1x10-8
CTLA4 2033 rs231775 1.16 0.002

rs7574865 1.32 2.81x 10~/
STAT4 2032.2 rs13426947 1.15 7.2 x 10-10

rs2004640 1.14 0.003
IRF5 7932 ;:%8322281 119114 | 12x10°6
FCRL3 1921-23 157528684 1.10 0.002
INFAIPS | 6q32 16920220 1.22 1x10-9

rs10499194 1.25 6.7 x 104
TNF-a 6p21 —308G/A 1.62 3.6x10°°
miR-499 20011.22  [rs3746444 1.62 0.001
CD28 2033 rs1980422 1.11 1.3x 1079
CD40 20012-q13.2 rs4810485 0.87 8.2x 109
FCGR3A 1923 158V/F 1.25 0.01
TYK2 19p13.2 rs34536443 0.62 2.3x10-14
IRAK1 X(28 rs13397 1.27 1.2x 1012
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Con respecto al efecto de la periodontitis y alteraciones del microbioma varios
estudios, incluidos algunos de nuestro grupo de investigacion, sugieren que algunas especies
bacterianas del género Prevotella y Agregatibacter, que se estan presentes en el tracto
gastrointestinal y las especies orales Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia
parecen asociarse con el desarrollo de la AR. En el caso particular de P. gingivalis, se
reconoce que su presencia se incrementa en los procesos de periodontitis. En estas
condiciones, varios estudios han reportado que coincide con la expresion y secresion de la
enzima PAD bacteriana, capaz de citrulinar (desaminacién de amino secundaria de las
argininas) proteinas del hospedero. Se asume que la generacion de proteinas y péptidos
citrulinados, como efecto de tabaquismo o disbiosis (alteraciones en el microbioma), en un
contexto inflamatorio o de dafio tisular (tabaquismo y periodontitis), resultard en su
presentacion por células dendriticas para seleccionar clonas de linfocitos T y B, que se
activaran de manera especifica ante la presencia de eventos de citrulinacion, como se ha
observado que ocurre en las etapas muy tempranas de la AR [17]. Ademas, A.
actinomycetemcomitans, que produce una toxina que aumenta la entrada de calcio en los
neutrofilos, puede conducir a la citrulinacion de los péptidos y recientemente se ha implicado
en la etiologia de la AR [18]. Nuevos datos también sugieren que las bacterias pueden
translocarse desde el intestino a los tejidos, causando inflamacion y, eventualmente,
autoinmunidad.

La relacion entre los factores genéticos y los factores ambientales son evidente en
base a observaciones recientes de que las moléculas HLA-DR de pacientes con AR presentan
péptidos de autoantigenos que tienen homologia de secuencia con epitopos de proteinas de
especies bacterianas comensales presentes en RA [14].

Por otro lado, también se ha sugerido que similitudes entre secuencias de
aminoéacidos de proteinas propias del hospedero y bacterias o proteinas virales podria generar
una respuesta autoinmune; este mecanismo se conoce como mimetismo molecular. De esta
manera, la infeccion por el virus de Epstein-Barr y particularmente del factor de transcripcion
EB antigeno nuclear 2 (EBNAZ2) se ha visto asociada con la AR y otras enfermedades
autoinmunes [19].

Los factores de estilo de vida modificables también se han implicado en la AR. Por
ejemplo, la obesidad se ha asociado de manera consistente e independiente con un aumento
moderado en el riesgo de AR posterior [20-22]. Las mujeres con alta sintomatologia del
trastorno de estrés postraumatico también tienen un mayor riesgo de desarrollar AR. Se ha

encontrado que el bajo nivel socioeconémico, incluido el bajo nivel educativo, se asocia con
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peores resultados de la AR, aunque los estudios que respaldan esta posibilidad requieren una

mayor expansion [23, 24].

No detectable autoimmunity Initiation of autoimmunity Pr tion of

No symptoms or signs Asymptomatic Early Undifferentiated Classifiable RA
of autoimmunity autol ity symptomatic arthritis
Increased levels of autoimmunity

cytokines, chemokines
and CRP in the circulation
Joint capsule
Cartilage
R e

Immune

Synovium -
cell

Bone

Healthy Possible immune cell Immune cell Immune cell infiltration, hyperplasia
joint Infiltration, but often normal infiltration of the lining layer and pannus formation

Figura 1. Desarrollo y progresion de la Artritis reumatoide. Tomado de Smolen, JS. et
al. 2018 [23].

Se cree que la progresion de la AR opera mediante la accion de mecanismos
discretos a lo largo de un continuo patoldgico, lo cual permite suponer la presencia de
ventanas de oportunidad terapéutica para intervenciones especificas de cada etapa que
podrian derogar o incluso prevenir la AR.

Tanto los factores de riesgo genéticos como los no genéticos contribuyen a la AR, y
es probable que se requieran multiples factores de riesgo antes de alcanzar un umbral por
encima del cual se desencadena la AR. Varios expertos estan de acuerdo en que el desarrollo
de la enfermedad ocurre en varias etapas, como se ilustra en la Figura 1. De tal manera, que
la primera etapa corresponde con la presencia de factores de susceptibilidad genética, sin
generar aun sintomas o alteraciones de la fisiologia normal de la articulacion. Una segunda
etapa supone la generacién de una respuesta autoinmune, caracterizada por la presencia de
linfocitos T o B autorreactivos en contra de auto-antigenos, asi como la presencia de
autoanticuerpos como los anticuerpos anti-péptido ciclicoo citrulinado (a«CCP) o factor
reumatoide (FR). Sin embargo, se continla en una fase preclinica porque no hay sintomas
significativos en el paciente, aunque en algunas ocasiones se puede sugerir alteraciones
inmunoldgicas e inflamatorias. En una etapa siguiente, que puede ocurrir varios afios
después, se inicia la generacién de sintomas inflamatorios a nivel articular, pudiendo
autolimitarse y manejarse por tratamientos topicos, por lo cual es poco visible por los

reumatologos. En el caso de que le proceso inflamatorio continle, se entraria en la etapa
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reconocida como Artritis indiferenciada o Artritis temprana, donde ocurren diferentes
eventos inflamatorios en la articulacion (ver seccién siguiente). Finalmente, de no haber un
tratamiento farmacoldgico adecuado, la sinovitis (inflamacion de la membrana sinovial) y
los sintomas clinicos derivaran en dafio estructural o radiolégico, que implica la erosion de
cartilago y hueso, asi como dafio de tendones, ocasionando a la deformidad y discapacidad
(Awrtritis establecida)[23].

La presencia de autoanticuerpos (acCCP o FR) en el paciente se asocia con un curso
de enfermedad més agresivo y, por lo tanto, puede usarse no solo como marcador de
diagndstico sino también como marcador de prondstico. La presencia de niveles altos de
aCCP por si sola no es suficiente para causar sinovitis, por lo cual se sugiere que se requiere
la suma de otros factores adicionales, por ejemplo, la formacion de inmunocomplejos, la
activacion del sistema de complemento o dafios microvascular, para iniciar una sinovitis
clinica caracterizada por una mayor permeabilidad vascular e influjo de células inflamatorias
en la membrana sinovial [13]. Ademas de los aCCP, otros autoanticuerpos estan presentes
en altos niveles, tales como los que reconocen inmunoglobulinas (es decir, FR), colageno
tipo 2 (particularmente en forma oxidada), glucosa-6-fosfato isomerasa, proteoglicanos,

antigenos nucleares y otros autoantigenos articulares.

1.3. Fisiopatologia

Como se mencion0 antes, la patogénesis de la AR comienza afios antes de que la
enfermedad clinica sea evidente, aunque también es posible la aparicion aguda que refleja la
perturbacion inmune inmediata. Por lo tanto, la AR se considera un proceso continuo que
comienza con una etapa de susceptibilidad, basada principalmente en los factores de riesgo
genéticos, y continla a través de la AR preclinica antes de que se desarrolle la inflamacién
articular (AR temprana). Por su parte, los factores de riesgo ambientales intervendréan a lo
largo de la progresion de la enfermedad, por lo cual resulta tan importante su conocimiento,
porque se ha propuesto que la ausencia de los factores ambientales, a pesar de tener
susceptibilidad genética, no se favoreceria el desarrollo de la AR [25, 26]. Como se describe
en la Figura 2, la fisiopatologia de la AR es un proceso muy complejo porque implica
diferentes niveles de complejidad, iniciando por las alteraciones tisulares a nivel sinovial,
continuando con los cambios celulares y moleculares de la membrana sinovial y terminando

con las modificaciones extra e intracelulares en las células sinoviales e inmunes.
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La AR temprana se caracteriza por una inflamacion sinovial basada en la infiltracion
de células mononucleares, dominada por las células T CD4" y CD8", asi como células B y
monocitos, junto con la activacion temprana de las células sinoviales tipo fibroblasto (Figura
2, alteraciones patologicas). Estudios realizados con biopsias sinoviales tomadas dentro de 1
semana del inicio de los sintomas muestran una alta expresion de enzimas que degradan la
matriz (como las metaloproteinasas de la matriz (MMP)) en el revestimiento de la intima
sinovial. La mayoria de los estudios clinicos sugieren que los mecanismos patogénicos en la
membrana sinovial se establecen en fase temprana y permanecen notablemente estables
durante los afios siguientes, mostrando un mayor grado de dafio tisular y, por ende, limitando

su posible restauracion [2, 23].
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Figura 2. Niveles de complejidad durante la fisiopatologia de la AR. Tomado de Smolen,
J.S., Aletaha, D and Mclnnes, 1.B. 2016. Rheumatoid arthritis. The Lancet.[2]
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Conjuntamente con el inicio de activacion celular, varias moléculas pro-inflamatorias
se incrementaran a nivel sinovial y sistémico, favoreciendo la proliferacion y activacion
celular (Figura 2, alteraciones a nivel celular). Entre ellas, se incrementa la expresion y la
secrecion de moléculas como el activador del receptor del ligando del NFkB (RANKL), las
prostaglandinas y las metaloproteinasas de la matriz son inducidas por el microambiente de
citocinas pro-inflamatorias, dentro de los cuales destacan el factor de necrosis tumoral (TNF)
y la IL-6, debido a que median los signos y sintomas de la enfermedad, incluyendo dolor e
hinchazén y degradacion de cartilago y hueso. Otra manera de evidenciar su importancia ha
sido por el efecto tan exitoso que han mostrado tratamientos que bloguean especificamente
este tipo de citocinas. Estos eventos moleculares y celulares dan como resultado la expresion
clinica de la enfermedad. La progresion del dafio articular esta intrinsecamente asociada con
la inflamacion articular [13]. Mencion particular merece el incremento en la expresion y
secrecion de quimiocinas y factores de crecimiento que induciran la infiltracion de células
hacia el espacio sinovial y la segunda, favoreceran el crecimiento y diferenciacion celular
por ejemplo de nuevos vasos sanguineos y centros germinales (Figura 3).

Finalmente, el papel de los macréfagos y los sinoviocitos tipo fibroblasto (FLS) en
perpetuar la sinovitis es mas importante en la enfermedad establecida. Otro de los eventos
caracteristicos de la AR temprana es la hiperproliferacion de los FLS, ocasionando la
generacion de un tejido conocido como "pannus", lo cual desemboca en la inflamacion
articular cronica. Ademas de los papeles de citocinas pro-inflamatorias, se reconoce que
eventos epigenéticos (patrones de metilacion del ADN) se modificaran en el curso de la AR
y, por lo tanto, pueden controlar la evolucion de la enfermedad mediante su papel en eventos
de diferenciacion, adhesion y proliferacion celular [2].

Uno de los eventos caracteristicos de la AR es la inflamacion de la membrana sinovial
como consecuencia de la activacion autoinmune, y se caracteriza por la infiltracion de
leucocitos en el compartimento sinovial normalmente escasamente poblado (Figura 2). La
composicion celular de la sinovitis en la artritis reumatoide incluye células inmunes innatas
(por ejemplo, monocitos, células dendriticas, células cebadas y células linfoides innatas) y
células inmunes adaptativas (por ejemplo, células Thl y Th17, células B y células
plasmaticas)[27-29]. Como se describid antes, los fibroblastos sinoviales tendran un papel
central en el fenotipo inflamatorio, dado que participan directamente tanto en la proliferacion
celular y regulacion de matriz extracelular, asi como en el catabolismo de condrocitos y
activacion de osteoclastos, promoviendo asi la destruccion articular. Por otro lado, estudios

con biopsias de articulaciones pequefas y analisis moleculares detallados (particularmente
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transcriptomicos) sugieren que pueden existir diferentes perfiles celulares sinoviales entre
los diferentes pacientes con AR, sugiriendo que la evolucion y respuesta al tratamiento de
los diferentes pacientes pudiera explicarse, en parte, por el perfil celular infiltrante, donde
algunas veces seria dominante las células mieloides, linfociticas o fibroblasticos.
Eventualmente esto podria ser de importancia terapéutica o pronostica en el manejo de los
pacientes artriticos [30].
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Figura 3. Mecanismos que intervienen en el inicio y progresion de Artritis Reumatoide.
Tomado de Smolen, 2018[23].

El microambiente inflamatorio en el compartimento sinovial esta regulado por una

red compleja de citocinas y quimiocinas, derivadas tanto de las células inmunes infiltradas,
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como de las células sinoviales. Se reconoce que las citocinas y las quimiocinas son por
excelencia los moduladores de la induccion o agravamiento de la respuesta inflamatoria al
activar las células endoteliales y atraer las células inmunes para que se acumulen dentro del
compartimento sinovial. Los fibroblastos activados, junto con las células T y B activadas, asi
como los monocitos y macrofagos, desencadenan la activacion de osteoclastos a través del
activador del receptor del ligando del factor nuclear k B (RANKL). Todo esto, lleva a la
generacion de destruccion del cartilago y erosiones dseas del &rea "desnuda”, localizada en
la region de la unién entre el cartilago, la insercion de la membrana sinovial periostica y el
hueso [31].

Por su parte, la matriz del cartilago se degrada por accion de diferentes
metaloproteinasas de la matriz, asi como otras enzimas, varias de las cuales son secretadas y
activadas proteoliticamente por los FLS, asi como por la accion de citocinas pro-
inflamatorias como IL-6 y TNF (Figura 2).

Finalmente, el ultimo nivel de alteracion durante la patogénesis de la AR corresponde
a los cambios que ocurren en los receptores de membrana y cascadas de sefializacion
intracelular (Figura 2, alteraciones intracelulares). Un aspecto crucial para la infiltracién de
células hacia el espacio sinovial es el incremento de selectinas e integrinas en la superficie
celular de las células endoteliales. Por otro lado, mdltiples receptores de factores de
crecimiento y citocinas pro-inflamatorias se expresaran en la superficie de las células inmune
y sinoviales, incrementando la activacion celular por diferentes mecanismos de
comunicacion intracelular, ya sea por activacion de cascadas dependientes de fosfatil-
inositidos y generacion de segundos mensajeros, fosforilacion de molectlas adaptadoras
como Syk, Jak/Stat, MAP cinasas (Erk, Mek, p38), PI3K, etc. En su conjunto, la integracion
de las diferentes cascadas de sefializacion modificara tanto el metabolismo, citoesqueleto y
programa de expresion génico de las células sinoviales.

En su conjunto, estas evidencias sugieren que la AR probablemente se desarrolla por
multiples factores en el tiempo, por lo que una combinacion inicial de factores ambientales,
de estilo de vida y estocasticos que ocurren en un individuo genéticamente predispuesto y
modificado epigenéticamente podria ocasionar el rompimiento de la tolerancia inmunolégica
y, por tanto, la generacion de un proceso autoinmune. Sin embargo, se asume que sin la
presencia de factores "disparadores™ o "desencadenantes”, el individuo podria llevar una vida
practicamente asintomatica. La presencia cronica de estos factores desencadenantes,
posiblemente producto de procesos infecciosos (facilitado particularmente por vias asociadas

con HLA clase Il), induciria la expansion de la autoinmunidad mediada por células T vy,
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posteriormente, la quimiotaxis de células inmunes activadas hacia el espacio sinovial. En
base a estudios clinicos, se sugiere que la transicion entre la sinovitis aguda y cronica seria
crucial para evolucionar hacia AR. Es importante destacar que esta transicion debe ocurrir
en una etapa temprana porque un diagnostico y tratamiento precoz puede revertir los sintomas
inflamatorios y tisulares de la AR, pudiendo llevar hasta la remisién de los sintomas en el
paciente. Por lo tanto, el diagnostico y tratamiento temprano de AR preclinica se ha
convertido en un foco de actividad de investigacion, con el objetivo de utilizar la terapia
preventiva; El término “ventana de oportunidad” se refiere cada vez mas a aspectos
preventivos en lugar de intervenciones en la enfermedad temprana pero clinicamente ya
manifiesta [2].

Muchas de estas células y moléculas enriquecidas en el espacio sinovial artritico en
han sido evaluadas como posibles blancos terapéuticas con notable éxito en la artritis
reumatoide y, posteriormente, en otras enfermedades inflamatorias. Por lo tanto, mientras
que los eventos patogénicos que inician y median la cronicidad de la sinovitis ain no se
comprenden completamente, han surgido mdltiples ideas de estudios genéticos,

epidemioldgicos, de la biologia traslacional y terapéuticos.

1.4. Epidemiologia

La prevalencia de la AR es aproximadamente entre el 0.5 y el 1% a nivel mundial, de
la poblacion adulta, siendo mas frecuente en mujeres que en hombres (3:1) [32, 33]. En
nuestro pais, el estudio de prevalencia mas completo fue realizado entre los afios 2009 a 2011,
siguiendo la metodologia tipo COPCORD, este es un programa orientado a la comunidad
para el control de enfermedades reumaticas, es una iniciativa de la Liga Internacional de
Asociaciones de Reumatologia lanzada a finales de la década de 1980 en colaboracion con
la Organizacion Mundial de la Salud para recopilar datos sobre dolor y discapacidad en las
comunidades [127]. En este estudio fueron evaluadas poblaciones de 5 regiones diferentes
(Nuevo Leo6n, Chihuahua, Sinaloa, CDMX y Yucatan). La metodologia COPCORD
identifica a los pacientes que cumplen con los criterios para ser considerados AR por
evaluacion clinica directa (en sus casas), en lugar de esperar que los pacientes acudan al
servicio hospitalario. Este estudio mostré una prevalencia de 0.7 y 1.0% para Nuevo Ledn y
CMX, respectivamente; de 1.8-1.9% para Chihuahua y Sinaloa, respectivamente y de 2.8%

para Yucatan. Con base a esto se estim6 que la prevalencia promedio nacional fue de 1.6% [34,
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35]. Este estudio ademas muestra que hay una importante heterogeneidad entre diferentes
regiones de nuestro pais, lo cual podria sugerir que los factores (genéticos o no-genéticos)
que propician su desarrollo pueden ser muy diferentes a los de otras poblaciones. Asi
también, los resultados preliminares de un estudio piloto en una comunidad Tzotzil del
municipio de Chenalhd, Chiapas, mostr6 una prevalencia de AR mayor que el promedio
nacional [36]. Es importante resaltar que, aunque se considera que la AR no es una
enfermedad mortal, su presencia esta fuertemente vinculadas a la mortalidad prematura en
pacientes con AR [37].Varios estudios reportan que la mortalidad se incrementa en los
pacientes, con respecto a individuos sanos, ademas de que las complicaciones

cardiovasculares y renales aumentan considerablemente [38].
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2. ALTERACIONES INMUNOLOGICAS EN LA AR

2.1. Citocinas pro-inflamatorias

Multiples estudios han confirmado que el proceso inflamatorio caracteristico de los
pacientes con AR y los eventos que llevan al dafio estructural (erosion de cartilago y hueso)
son regulados por el microambiente circulante y sinovial de citocinas, quimiocinas y factores
de crecimiento [31, 39-41]. Factores que son liberados por muy diferentes tipos celulares,
pero que en su conjunto participan en la funcionabilidad de los componentes celulares tanto
de la inmunidad innata como adaptativa. Para explicar las diferentes interacciones celulares,
las citocinas son elementos de gran importancia, no sélo para explicar la respuesta
inflamatoria, sino para entender los eventos que llevan a la cronicidad durante la patogénesis
de la AR, como se puede observar en la Tabla Il. Las citocinas son proteinas de bajo peso
molecular para las que se tienen receptores en varios tipos de células del sistema inmune e
incluso en células que no son del sistema inmune. Como se observa en la Tabla I, el
reconocimiento de la citocina por su receptor va a ocasionar la activacion de ciertas funciones
en la célula blanco, tales como proliferacién, diferenciacion y secresion de otras moléculas
inflamatorias (prostaglandinas, iINOs, MMPs, fosfolipasas, etc.). En su conjunto estas
moléculas permitiran establecer el microambiente inflamatorio propicio no sélo para atraer

nuevas células sanguineas.

Tabla Il. Principales Citocinas implicadas durante la AR. Tomado de Mclnnes L and Schett,

I. (2007)

Citocinas | Células productoras Funcion en Artritis Reumatoide

IL-1B Monocitos, células B, | Secrecion de citocinas, MMP’s, liberacidn de PGE-, activacion
fibroblastos y condrocitos de osteoclastos. Disminucion de GAG, expresion de iNOS,

expresién de moléculas de adhesion.

TNF Monocitos, células T células | Activacion de monocitos, liberacion de citocinas y PGE,,
B, NK, PLM, fibroblastos y | estallido respiratorio, disfuncion TCR y regulacion clonal,
osteoblastos expresién de moléculas de adhesion, disminucién en la sintesis

de colageno, aumento de MMP’s, liberacién de &cidos grasos
libres.

IL-17 Células Th17, fibroblastos Liberacién de citocinas y MMP’s, activacion de osteoclastos,

disminucién de GAG.

IL-7 Monacitos y fibroblastos* Expansién clonal de linfocitos T, activacion de macréfagos,

maduracion de NK, disregulacién timica.

IL-10 Monacitos, células T células | Liberacidn de citocinas, disminucion de la expresion de MHC-
B, células dendriticas y células | Il, induccion de anergia en Treg, aumento del cambio de isotipo
epiteliales de células B

IL-6 Monaocitos, fibroblastos, | Proliferacién de linfocitos B y T, produccion de anticuerpos.
célulasBy T
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TGF-B Fibroblastos, monocitos, | Fibrosis, proliferacion de Thl7, activacion de macréfagos.
células T, plaquetas

MIF Macrofagos, células T | Aumento de la fagocitosis, liberacion de citocinas e iNO,
activadas, fibroblastos activacion celular, proliferacion fibroblastica, expresién de
PLA., alteracion del mecanismo oxido reduccion celular.

Extraido de: Mclnnes L and Schett, 1. (2007) [42].

Asimismo, resultados de nuestro laboratorio han sugerido que otros tejidos parecen
influir sobre la inflamacion cronica. En este caso, el tejido adiposo secreta diferentes
moléculas de sefializacion que influyen sobre la respuesta inmunolégica, tales como Leptina,
adiponectina y resistina. De esa manera, los niveles circulantes de leptina parecen influir en
la respuesta clinica de los pacientes con AR y, potencialmente, permitirian predecir la
respuesta al tratamiento modificador de la enfermedad (FARMES) en pacientes sin obesidad
[21, 22, 43]. Asimismo, estudios recientes con linfocitos T CD4" circulantes de pacientes con
AR nos sugieren que los niveles altos de leptina favorecen un incremento en su sensibilidad
a proliferar, resistir a la apoptosis y secretar las citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-17 y TNF
[44]. Todo eso sirve como evidencia de que la caracterizacion del perfil de citocinas
circulante puede ser muy informativo sobre las caracteristicas fisiopatoldgicas de la AR vy,
eventualmente, podrian servir como marcadores de pronostico o respuesta terapéutica en los
pacientes.

Conjuntamente con el andlisis de las citocinas pro-inflamatorias, se han realizado
estudios clinicos de largo plazo para caracterizar los subtipos celulares de pacientes en
diferentes etapas de su enfermedad y su asociacion con el tratamiento con metrotexato [45].
De manera semejante, varios estudios han propuesto que los niveles de las moléculas de
superficie de células sinoviales y plasmaticas pudieran servir como marcadores de la
enfermedad [27, 40, 46-50]. En esta logica, proponemos en este estudio evaluar los niveles

de las proteinas PD-1 y CCR6 como biomarcadores de la AR.

2.2. PD-1

El gen pdcdlque codifica para la proteina PD-1 ("Programmed cell Death protein 1")
se localiza en el cromosoma 2 (2937.3) y es responsable de la sintesis de un receptor de
membrana de un solo paso intermembranal con una extensién total de 268 aa. PD-1 es
miembro de la superfamilia de B7/CD28, los cuales se relacionan con la inmunodulacion
celular. Varios estudios han mostrado que la activacion de PD-1 ejerce un efecto inhibitorio
de la activacion de linfocitos T al interaccionar con sus ligandos: PDL1 y PDL2. La molécula
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PD-1 tiene funcion coestimuladora que proporciona una sefial inhibidora, regulando

negativamente la activacion de las células T.

Célula T

CD28— !

CD80/86—
CPH+Ag

Célula presentadora de antigenos

Figura 4. Interaccion entre PD-1y PDL-1 ocurre por contacto entre la célula T y célula
presentadora de antigeno. Tomado de Vargas-Rojas, 2008 [51].

Como se observa en la Figura 4 y 5, la activacion de PD-1 en la superficie de las
células T, ocurre por la interaccion con sus ligandos presentes en la membrana de otra célula,
tal como las células dendriticas o macrofagos. PDL1 se expresa en la superficie de
macrofagos y células dendriticas en respuesta a activacion por LPS o GM-CSF o sobre
células T y B activadas. También puede expresarse en muchas otras estirpes celulares.
Mientras que PDL2 parece sélo expresarse en células dendriticas y algunas células tumorales
[52].

PD-1 esta constituido por tres regiones: una region extracelular similar a la cadena
variable de inmunoglobulina (IgV), una region transmembranal y una region citoplasmica
(Figura 4), que contiene dos sitios de fosforilacion tipo ITIM. Esto ultimo supone que la
activacion de PD1 puede ocasionar la inhibicion de las sefiales desencadenadas por TCR.
Consistente con esto, se reconoce que la fosforilacion de Tyr lleva al reclutamiento de las
fosfatasas SHP-1 y SHP-2, los cuales inhibiran la fosforilacion de los sitios ITAM presentes
en las cadenas del TCR. Se asume también, que la activacién de PD1 favorece la funcién de
las proteinas E3-ligasas CBL-b y CBL-c [51].
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Figura 5. Estructura general de PD-1y sus ligandos. Tomado de Vargas-Rojas, 2008 [51].

PD-1 al interactuar con sus ligandos, ademas de inhibir la activacion del TCR, envia
sefiales intracelulares que se traducen en la disminucion de la produccion de citocinas como
TNF-a, IFN-y e IL-2. Esta via ejerce un efecto directo sobre la diferenciacion y sobrevida
celular por la inhibicion temprana de las sefiales de activacion a través de CD28 o, de manera
indirecta, por medio de I1L-2. Tanto CD28 como IL-2 promueven la expansion y sobrevida
natural a través de efectos anti-apoptéticos en el ciclo celular y sobre la activacion de los
genes de citocinas [52].

Por su parte, la expresion de PD-1 y sus ligandos esta regulada por citocinas tales
como IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-7, IL-10 e IL-15 (PD-L1) y el factor estimulante de colonias
granulocitos y macréfagos (PD-L2) [53]

En 1999, Nishimura y colaboradores trabajando en un modelo murino deficiente de
PD-1, observaron el desarrollo espontdneo de una enfermedad renal similar a la
glomerulonefritis lapica de inicio tardio, por lo cual, concluyeron que la deficiencia de PD-
1 aceleraba o desencadenaba la autoinmunidad. Este fue el primer estudio en donde se evalud
el rol que jugaba PD-1 en la tolerancia y autoinmunidad [54]. En un estudio del afio 2004, se
observo una asociacion significativa entre el polimorfismo 7146G-A en el gen de PD-1 con
el desarrollo de Lupus Eritematoso en poblacion europea y mexicana (factor de riesgo 3.5,
p<0.009) [55].

En el caso particular de la AR (Tabla I11) se han descrito algunos estudios donde se
evalué la asociacion de PD-1" en pacientes con AR. Mientras que un estudio genético mostro
una asociacion significativa entre alteraciones de PD-1 y pacientes con Factor reumatoide y
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epitope compartido. Sin embargo, los estudios de fenotipificacion de muestras sanguineas o

de liquido sinovial no son consistentes, con respecto al incremento de células PD-1" en sangre

periférica, su acumulacion en el espacio sinovial o incremento en ambos compartimentos.

Por otro lado, es notablemente mas claro el hecho de que la presencia mas importante de PD-

1 se encuentra en células T con fenotipo CD4* o CD8",

Tabla I1. Estudios clinicos de asociacion entre células PD-1y AR.

PD-1 en células CD4+y
CD8+

periférica

en CD4 y CD8, vs osteoartritis
o0 control.

Tipo de estudio Metodologia Muestra Observacion Referencia
Genético 1,175 pacientes ADN Asociacion con pacientes FR- | [56] Suecia.
genotipificados para y EC- (OR 1.75)
PD-1.3 A/G SNP
Inmunolégico | 375 pac. AR temprana; Suero Correlacion entre niveles de | [57] Dinamarca.
niveles séricos de sPD-1 sPD-1 y DAS28, HAQ, FR,
aCCP
FACS 80 pac AR, nivel PD-1 | Células T CD4+y | Disminucion de PD-1 en | [58] China.
en células CD4+ vy CD8+ células de sangre y correlacion
CD8+ con actividad clinica.
FACS 31 pac AR, % y IMF | Células de sangre | Incremento en células PD-1* | [59] Polonia

Transcripto-

Nivolumab (anti-PD-1

Tejido sinovial y

Incremento espresion PD-1 en

[60] Australia.

temprana de cél T
foliculares  periféricas

(Tpf)

Evaluar

CD4*CXCR5*PD-
lhigh

pacientes 'y los niveles
disminuyen en relacion a la
actividad

mica antagonist)-responsive células T CD4+y | sinovio y células CD4* y
genes y transcriptomica CD8+ CD8".
FACS 37 pacientes AR, niveles | Células de sangre | Incremento de células PD- | [61] Iran.
de PD1, Tim3 y CD4, periférica 1*CD4* y PD-1*Tim3*CD4*
DAS28 y citocinas mayor en  pacientes Yy
correlacion6 con DAS28
Inmunohisto- Evaluacion niveles | Tejido sinovial y | Aumento de PD-1y de PDL-1 | [62] Japon.
quimica expresion PD-1/PDL-1 | células infiltradas | en pacientes. Nivel de PDL-1
en tejido sinovial correlacion6 con FR y células
infiltradas
FACS y ELISA | Niveles de Muestras de Mayor presencia de fenotipo | [63] China
PD1+CD4+CXCR5+, sangre de PD1* en pacientes y modelo
IL-21 en humanos y pacientes y raton
ratones. Papel  de modelo murino
Células T foliculares
FACS 56 pacientes AR | PBL de pacientes. | Células Tpf son mayores en | [64] Espafia

AR, artritis reumatoide; ADN, acido desoxirribonucleico; PD-1.3 A/G SNP, polimorfismo en gen PD-1.3 de A por G; FR, factor
reumatoide; EC, epitopo compartido; OR, relacion de momios; sPD-1, forma soluble de PD-1; DAS28, puntaje de actividad clinica
;HAQ, puntaje de discapacidad; aCCP, autoanticuerpo anti-péptido ciclico citrulinado; FACS, citometria de flujo; PDL-1, ligando 1 de
PD-1; ELISA, ensayo inmunoenzimatico cuantitativo; PD-1"d" nivel de expresion alta de PD-1.

Adicionalmente, la expresién de PD1 parece incrementarse sobre células CD8 en

procesos de infeccion viral cronicos (CMV, HIV), pero no asi en infecciones agudas. Su

bloqueo selectivo parece incrementar la funcion de células CD4 y CD8. Por otra parte, con

empleo de la técnica de citometria de flujo, se observo un increment6 en la expresion de PD-

1 en células CD16 (monocitos), pero no en células dendriticas. Se sugiri6 que la

sobreexpresion en monocitos depende de la activacion de las rutas de TLRs y coincide con
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el incremento de IL-10 (ref). Por otro lado, se sugiere que la poblacion de células
CD8/CD122/PD1 de ratdn tiene funcion de inhibicion de la respuesta T por un mecanismo
dependiente de IL-10.

Multiples estudios sugieren que PDL1 se sobreexpresa en varios tipos de tumores,
por lo cual se sugiere que la via de PD1 es uno de los principales mecanismos para inhibir y

evadir la respuesta inmune tumoral [52].

2.3. CCRG6

Este gen codifica un miembro de la familia de receptores de quimiocinas beta, se
predice que es una proteina transmembrana de siete similares a los receptores acoplados a la
proteina G. El gen se expresa preferentemente en células dendriticas inmaduras y células T
de memoria. Se ha demostrado que este receptor es importante para la maduracion del linaje
B y la diferenciacion de las células B impulsada por antigenos, y puede regular la migracion
y el reclutamiento de las células B y T durante las respuestas inflamatorias e inmunoldgicas.
Alternativamente, se han descrito variantes de transcripcién empalmadas que codifican la
misma proteina para este gen [65].

El unico ligando conocido para CCR6 es la quimiocina CCL20, que se expresa en
gran medida en los sitios de inflamacion, incluida la articulacion sinovial inflamada por
Artritis Reumatoide. Tras la unién de CCL20, las células Th17 CCR6" se activan y migran a
lo largo del gradiente de CCL20 hacia el espacio sinovial de la articulacion [65, 66].

En la Tabla IV se resumen algunos de los estudios clinicos que evallan la asociacién
entre CCR6/ CCL20 con pacientes con AR. En estudios de asociacion genética realizados en
paises asiaticos se observO una importante relacién entre polimorfismos de CCR®, el
incremento de IL-17 y el desarrollo de la AR. Algo semejante ha sido observado en su papel
como receptor especifico de la quimiocina CCL20/MIP3alfa, ya que mientras ésta se
incrementa en celulas sinoviales, CCR6 se incrementa tanto en células sinoviales como
células mononucleares infiltradas. Por su parte, también se observado el fenotipo CCR6+ en
células Thl7, Tregs, células B y osteoblastos, sugiriendo su participacion en los eventos de
infiltracion sinovial, activacion y diferenciacion celular.

En condiciones normales, las células Th17 CCR6" y sus citocinas inducen y activan
directa o indirectamente a los neutr6filos y organizan la eliminacion de hongos y bacterias

extracelulares. Sin embargo, las células Th17 CCR6" y la sobreproduccién de sus citocinas
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caracteristicas se asocian con inflamacion persistente y enfermedades autoinmunes, como la

Artritis Reumatoide. Actualmente, se identifica una amplia gama de moléculas efectoras,

receptores de superficie y factores de transcripcion que participan en la funcién efectora de
las células Th CCR6" [67, 68].

Tabla IV. Estudios de relacion entre CCR6 y AR

Tipo de Metodologia Muestra Observacion Referencia
estudio
Expresion ELISA para Biopsia y Incremento expresion en células | [69] Japon
sinovial CCL20y RT-PCR | liquido sinovial | infiltradas de pacientes.
para CCR6 pac
Expresiony | ELISA, PCR vy | Liquido sinovial | Incremento de CCL20 y expresion | [70] EUA
ensayos de FACS y sangre de CCR6, cél.
quimiotaxis periférica CD4+CD45R0O+CCR6+.
Correlacion negativa de
CD3+CCR6+ con edad.
Ensayos de | PCR Células B de Incremento en expresion de células | [71] Alemania
expresion sangre periférica | CXCR3, y disminucion de CXCR5
ARN de pacientes AR, | y CCR6. Diferencias entre
LESy OA enfermedades.
Ensayos in FACS, IHQ, | Modelo murino | Células Th17 mostraron expresion | [72] Japdn
vitro e in vivo | ensayos de Artritis, de CCR6. Anti-CCR6 bloqued
en modelo diferenciacion, células Th17 induccién de artritis. Incremento
murino de etc. expresion CCL20.
Artritis
Ensayosde | IHQ, PCR vy Biopsias Incremento de CCR6 y CCL20 en | [73] Italia
expresione | ELISA sinoviales de osteoblastos de pacientes.
IHQ pacientes AR Incremento de CCL20 precede
diferenciacion a osteoclastos.
Ensayosde | IHQ Biopsias Incremento de CCR6 y CCL20 en | [74] Italia
IHQ sinoviales de osteoblastos. Incremento de CCR6
pacientes con en PBL infiltradas. CCL-20
AR incrementd proliferacion
osteoblastos.
Ensayosde | FACs, ELISA y Medio Incrementd secrecion CCL20 y | [75] Jap6n
estimulacion | ensayos de | condicionado de | migracion de Th17 CCR6+.
de medio quimiotaxis fibroblastos
condicionado sinoviales
estimulados para
evaluar efecto
quimiotactico
Estudio de Estudio ADN de Asociacion significativa CCR6 y | [76] Japon
asociacion asociacion de pacientes liberacion IL-17.
genético 7069 pac AR
(6927)
Estudio Estudio PBLs aisladas de | Incremento de CD4+CCR6+ tanto | [77] Japén
FACS comparativo sangre y en sangre como sinovial.
sangre y sinovio e biopcias
pac ARy OA sinoviales
Estudio de Estudio ADN de Asociacion significativa CCR6. | [78] Singapur
asociacion asociacion de pacientes Factor de riesgo para mujeres, pero
genético 7069 pac AR de proteccion en hombres.
(6927)
Ensayos Evaluacion de Sangre de Incremento de Tregs CCR4+ y | [79] China
FACS en CCRG6 en Tregs de pacientes y CCR6+ tanto en pacientes como en
pacientesy | pacientes y tejidos de ratones.
en modelo niveles de | modelo murino
murino TregsCCR6+
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Ensayos 27 pacientes Sangre de Pacientes aCCP+  mostraron | [68] Paises Bajos
FACS en aCCP+ 'y 27 | pacientesaCCP | incrementé de CCR6 y CXCRS3.
pacientes pacientes aCCP- +y aCCP- CCR6+ se incrementa en Thl7 y
Th22.
Estudio de 377 pac AR, Muestras de Asociacion significativa de DPP4 | [80] China
asociacion evaluacion CCR6 pacientes y CCR6 con AR. Interaccion
genético y DPP4 SNP genética entre DPP4 y CCRS.
Estudio Evaluacion Muestras de Incremento de CCR6, CXCR5 en | [81] Croacia
FACS en fenotipo celularen | sangrey liquido | cels citotoxicas y CD32B en naive
pacientes pacientes sinovial de y T cells en liquido sinovial.
pacientes
Ensayo en Sorting, PCR vy Muestras de Incremento de células linfoide | [82] Jap6n
modelo FACS de células | sangrey tejidos | innatas ILC CCR6+, en conjunto
murino de raton de ratones con incremento de IL-17.
artriticos
Estudio Evaluacion de Muestras de Tendencia de incremento de | [83] Suecia
ciometriade | fenotipo de cél B | sangre pacientes | CXCR5 y CCR6 en cel B de
masas y de pacientes pacientes aCCP+.
secuenciacion

AR, artritis reumatoide; ADN, &cido desoxirribonucleico;; FR, factor reumatoide; CCL20 (MIP-3alfa), ligando para CCR6; aCCP,
autoanticuerpo anti-péptido ciclico citrulinado; FACS, citometria de flujo; ELISA, ensayo inmunoenzimatico cuantitativo; Tregs, células
T reguladoras.

2.4. Posible papel de CCR6 y PD-1 como biomarcadores de AR

Como se puede observar en las Tablas Il y 111, las proteinas CCR6 y PD-1 podrian ser
biomarcadores con notable utilidad para el caso de los pacientes con AR. Mientras en el caso
de PD-1, debido a su relacion funcional cercana con la activacion del TCR de los linfocitos
T, pareceria ser un elemento que podria definir el estado de activacion de las estirpes celulares
proliferantes o infiltradas en el espacio sinovial. Asimismo, dado que se ha observado una
correlacion con la actividad clinica o con etapas de la enfermedad, podria servir como
marcador del pronostico o respuesta al tratamiento. Ademas, de esto, se ha observado que su
incremento en pacientes con AR, no sdlo se observa a nivel sinovial, sino se puede observar
en muestras de sangre periférica, lo que nos sugiere que su estimulacion es un evento
sistémico y que, por lo tanto, puede ser monitoreado en sangre periférica.

Por el otro lado, CCR6, junto con otros receptores para quimiocinas parece jugar un
papel primordial en la quimiotaxis celular de células mononucleares activadas y osteoblastos.
De esa manera, podria ser un marcador de los fenotipos celulares incrementados durante la
enfermedad. En particular varios estudios clinicos lo vinculan a los fenotipos de células Th17,
Tregs, células B y osteoblastos, por lo cual parece ser un participante importante en favorecer
el tropismo hacia el espacio sinovial. Sin embargo, aunque se ha observado su presencia en
muestras de sangre periférica, han sido menos los estudios donde observan su incremento en

células de sangre periférica [58, 68, 83].
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3. ARTRITIS REUMATOIDE EN POBLACIONES INDIGENAS

3.1. Estudios previos

Las Enfermedades Reuméticas (ER) producen gran impacto funcional,
socioeconémico, familiar e individual, en la poblacion general; sin embargo, estas no son
consideradas un problema de salud publica. Como destacan Wolfe y Gabriel, ni la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ni las instituciones locales de salud toman en
cuenta a las ER dentro de las enfermedades no comunicables [84, 85]. Ademas hay que
considerar que estas enfermedades frecuentemente (27-50%) se presentan en conjunto con
otras enfermedades [87].

Debido a su naturaleza como enfermedad inflamatoria sistémica, la AR compromete
significativamente la capacidad funcional y la calidad de vida de los pacientes que la padecen,
siendo una situacion mas dramética en poblaciones vulnerables como las comunidades
indigenas. Sin embargo, han sido relativamente pocos estudios realizados para conocer la
prevalencia de esta enfermedad en comunidades indigenas en el mundo, mostrando
resultados muy dispares, como se muestra en la Tabla V. Mientras que se han reportado por
encima del 3% en algunas etnias americanas, en poblaciones asiaticas o de Africa los indices
de prevalencia estan por debajo del 0.25%. Por otro lado, en estudios realizados en EUA con
poblaciones étnicamente diferenciadas han observado que los hispanos y los afroamericanos
tienen una menor prevalencia de AR, aunque su dafio en las articulaciones es mas grave.
Ademas, existen diferencias clinicas segun el tipo de trabajo, educacién y situacién social de
los pacientes [88].

Tabla V. Estudios en poblaciones indigenas con AR

Tipo estudio n Poblacion Observaciones Referencia
Prevalencia - Alaskan  Yupik, | Mayor prevalencia en Alaskan Inupiat que [89]
(cuestionario  de Russian Chukchi, | Yupik. Se sugiere diferencias genéticas y
sintomas tipo AR) Siberian  Skimo, | ambientales. Prevalencia: 0.62-1.78

Alaskan Inupiat
Estudio de - Aborigen Prevalencia muy baja: casos vinculados a [90]
revision australiano mestizaje
bibliogréfico
Estudio de - Aborigen  nativo | Alta prevalencia de enfermedades [91]
revision canadiense y | reumaticas, con caracteristicas:
bibliografico esquimal seropositiva, epitopo compartido,
actividad severa y con manifestaciones
extra-articulares. Relacién con ancestria y
migracion.
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Estudio clinico y 107 pac Comparacion: Similar nivel de inflamacion, menos dafio [92]
de prevalencia pakistati vs | poblacién pero mayor dolor (discapacidad) en
107 europeos | pakistani vs | indigenas
europea (UK)
Estudio de - Poblaciones sub- | De manera gral., se asume que muestra un [93]
revision saharianas perfil menos severo de la enfermedad en
bibliografico los pocos casos. Prevalencia: 0-0-9%, con
variaciones importantes entre regiones
Estudio de - Poblaciones de | No se muestran cifras pero se asume que el [94]
revision Africa del Sur epitopo compartido explica la prevalencia
bibliogréafico de RA. Prevalencia del haplotipo HLA
Drbl 04*
Estudio de Poblaciones Alta prevalencia de seropositividad, [95]
revision nativas erosiones, inflamacion y  epitopo
bibliografico americanas: compartido.  Revisicion  bibliografica.
Mayor  prevalencia  reportada  en
poblaciones Tlingit, Yakima, Pima, and
Chippewa Indians (2.6-8.2). Otras
poblaciones  mostraron  prevalencias
similares a caucasicos
Estudio 34 Poblaciones Prevalencia de HLA-DRB1*1402. Mayor [96]
prevalencia nativas sudeste de | riesgo para 5 amplicons de 85 SNPs
Alaska identificados
Estudio clinico y 106 Poblaciones En un analisis multivariado, el factor mas [97]
prevalencia nativas Alaska asociado con prescripcion a DMARD fue
la visita anual con reumatologo. El cuidado
del paciente es mejor para aquellos que van
al reumatologo. 93 y 90% con prescripcion
DMARD y MTX, respectivamente. 16%
con radiografias
Estudio clinico y 85 Nifios de Zambia AR juvenil. Predominantemente [98]
de prevalencia poliarticular, seronegativo (35%).
Estudio 82 Nativos 29 % anti-PAD4 positivo, 27% aCCP [99]
serolégico norteamericanos positivo. Positividad asociada a tiempo con
enfermedad. Ningun control caucasico o
familiar presentaron anti-PADA4.
Estudio clinico y 189 Pacientes chilenos | Bajos ingresos asociado (OR 3.47) e [88]
prevalencia Mapuches y no identidad Mapuche (OR 2.48) con
discapacidad. Otras variables
potencialmente relacionadas: edad, género
y residencia.
Estudio clinicoy 380 Poblacion raramuri | Prevalencia de 0.5 para AR, y de 10.5 para [100]
de prevalencia enfermedaes musculoesqueleticas.
Factores de riesgo: edad, antecedentes y
HAQ.
Estudio clinico y 1537 Poblaciones Prevalencia de AR 1.1%, siendo Ila [101]
de prevalencia Warao, Kari'na, y poblacion de Chaima la mas alta para AR
Chaima de (2.0%)
Venezulea
Estudio clinico y 1061 Poblaciones Prevalencia de AR 0.3% y pevalencia alta [102]
de prevalencia Chontal y Mixteco | (>16% para enfermedades
musculoesqueleticas).
Estudio de 95 Poblaciones Mayor prevalencia de positividad para FR, [103]
prevalencia nativas aCCP vy autoanticuerpos vs antigenos
canadienses carbamilados.
Estudio de 1523 Poblacion Maya- Prevalencia de AR en 1.1% poblacion. [104]
prevalencia Yucateco Factores de riesgo para enfermedades
reumaticas son edad mayor, ser mujer y
trabajo fisicamente demandante
Estudio de 1656 Poblacion Qom, Prevalencia de AR en 2.4% poblacion, [105]
prevalencia Rosario, Argentina | prevalencia en enfermedades reumaticas
en 29.6%
Estudio 18 Poblacion nativa Alteraciones en perfil de expresion [106]
epigenético canadiense y miRNA en pacientes, sobretodo marcador

familiares sin
sintomas

miR-103a-3p.  Alteracion
familiares sin sintomas.

parcial en
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Estudio 4877 Poblacion Cuenca, | Prevalencia de AR 3.3%, alta prevalencia [107]
prevalencia Ecuador de discapacidad. Factores de riesgo: edad,
mujer, bajos ingresos, baja educacion y
residencia rural

Estudio genético 344 Poblacion nativa AR/aCCP+ se asocio con [108]

canadiense HLADRB1*1402, SNP Hisl13betaSer
sugiriendo que esta variacion amplia la
capacidad de presentacion de péptidos
citrulinados

Estudio clinico 90 indigenas | Poblacion nativa Estado clinico basal peor para indigenas. [109]

vs 1400 no- | canadiense Ambos presentan adecuada respuesta al

indigenas tratamiento, pero la pendiente de cambio es
mas lenta para indigenas. Auto-reportan
mayores consecuencias (discapacidad y
estilo de vida) en pacientes indigenas

Estudio clinico 90 indigenas | Poblacion nativa DAS28 basal mayor en indigenas (6.1) y [110]

vs 1400 no- | canadiense respuesta mas lenta a TX bioldgico. No

indigenas hay cambio en VSG y s6lo 13% alcanzaron
remisién. 4 veces mas posibilidad de
hospitalizacion de paciente indigena.
Severas disparidad en respuesta al
tratamiento en pacientes indigenas

Estudio clinico 40 pacientes | Poblacion Qom, Prevalencia del 3%, DAS28 basal de 4.8, [111]
Rosario, Argentina | 30 meses desde el inicio de sintomas.

67.7% con actividad severa. Poca
adherencia, siendo principal factor la
migracion

Estudio 6155 Poblaciones Prevalencia de enfermedades [112]

epidemiologico pacientes de | indigenas en musculoesqueleticas 34% en

diferentes latinoamerica latinoamerica, con grandes variaciones
poblaciones entre poblaciones. AR promedio: 1.3%

Estudio genético Poblaciones Identificacion de 74 alteraciones de [113]
nativas metilacion del ADN. Correlacién negativa
canadienses de metilacion de C60RF10, con factores

de riesgo.

Estudio clinico y 374 Poblaciones Prevalencia de artritis inflamatoria de 4.8. [114]

de prevalencia nativas de Alaska | Aunque el 30% son seropositivos:
y Canada FR+/aCCP+, 39% evoluciona a estado

seronegativo en 5 afios.

A pesar de las grandes variaciones en la prevalencia y los factores de riesgo, las
enfermedades reumaticas son una amenaza para la salud publica en todo el mundo, pero adn
mas en los paises en desarrollo. Considerando el impacto diferencial de las enfermedades
reumaticas en estos paises, la Liga Internacional de Asociaciones de Reumatologia (ILAR),
junto con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), presenté el Programa orientado a la
comunidad para el control de enfermedades reumaticas (COPCORD) destinado a reconocer,
prevencion y control de enfermedades reumaticas. ElI programa también se utiliza para
generar datos epidemiologicos confiables de comunidades con recursos limitados [115]. En
Chile, por ejemplo, no se ha estudiado a profundidad la relacion entre el grupo étnico y la
prevalencia de enfermedades musculo esqueléticas, sin embargo, se estima que 8 de cada 10
mujeres mapuche mayores de 45 afios padecen osteoporosis [88].

Debido a la necesidad de datos propios acerca de las enfermedades reumaticas en

Latinoamerica, y dada su dimension poblacional en esta region surge en el afio 2009 el Grupo
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Latino Americano De Estudio de Enfermedades Reumaticas en Pueblos Originarios
(GLADERPO). En México, se han realizado estos estudios en poblaciones indigenas Maya-
Yucateco, Mixtecos, Chontales y Rardmuris. participantes (Tabla V). Mientras que también
se han evaluado la prevalencia de enfermedades reumaticas y AR en poblaciones indigenas
de Suramérica, como Argentina, Chile, Ecuador, Colombia y Venezuela. Como se puede
observar en la Tabla V la prevalencia de enfermedades reumaéticas es significativamente
elevada (>30%), mostrando la AR una frecuencia muy variable desde 3 al 0.3%. Sin
embargo, debido a su notable efecto sobre la discapacidad y calidad de vida, la AR es una
enfermedad con mayor impacto en poblaciones vulnerables como las indigenas, como
algunos estudios comparativos se han realizado con poblaciones nativas canadienses y de
Alaska. Por otro lado, aunque se ha avanzado mucho en la descripcién de los problemas
musculoesqueleticos en las poblaciones indigenas, se desconoce en gran medida las
caracteristicas fisiopatoldgicas y de respuesta al tratamiento de estos pacientes. En gran
medida, como consecuencia de su vulnerabilidad, la adherencia al tratamiento farmacol6gico
es de bajo a pobre en estos pacientes, haciendo mas complicado su prondstico clinico (Tabla
V).

En ese escenario es que se iniciaron trabajos de colaboracion entre el Hospital
Universitario de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn y la fundacion Esquipulas A.C.
Centro Asistencial para Indigenas. Esquipulas como fundacidn inicio sus operaciones a fines
de 1996, en la ciudad de Monterrey, N.L., teniendo como objetivo el apoyo a las comunidades
indigenas del Estado de Chiapas en el area de la salud, asi como otras areas que llevan a
buscar una mejora en su calidad de vida y rescatar sus valores, respetando su cultura y
costumbres. Para ese fin, la Clinica Esquipulas, ubicada en la ciudad de San Cristébal de las
Casas, Chiapas, brinda atencién a 16 comunidades en diferentes partes del Estado, en las que
carecen de servicios de salud. Al momento actual, la Clinica lleva ofreciendo servicio
sanitario por méas de 20 afios a pobladores exclusivamente indigenas, lo que ha permitido
generar una confianza por pacientes que incluso realizan recorridos de 8-10 hrs desde sus
comunidades.

En el afio 2017 debido al aumento de la demanda de atencion se detectd que existe
una problematica de salud musculoesquelética en la poblacion indigena. Aunado a lo
anterior, se realizé un estudio exploratorio donde ofrece atencion la Clinica Esquipulas, con
el objetivo de detectar malestares musculoesqueléticos, enfermedades reumaticas,
enfermedades dermatoldgicas y co-morbilidades; encontrandose que el 90.4% de los adultos

manifestaron tener dolor musculoesquelético cronico; de los cuales el 60% cumplid criterios
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para una enfermedad reumatica, llamando la atencion la prevalencia alta de poliartritis y
Artritis Reumatoide. La presencia de estas enfermedades se asocio a tener otra enfermedad
cronica y al uso de lefia para cocinar. Por su parte, en un estudio piloto de prevalencia,
empleando metodologia COPCORD, en una comunidad de Los Altos de Chiapas, entre 2016-
17, sugiri6 una prevalencia incluso mayor al 6% [116]. Sin embargo, por ajenas al grupo de
investigacion, no se pudo completar los estudios, ni dar seguimiento clinico a los pacientes.

Por otro lado, en un estudio comparativo con pacientes con AR del Estado de
Morelos, nativos y caucésicos canadienses, observamos que los pacientes americanos
tuvieron mayor actividad clinica, menor respuesta al tratamiento con farmacos modificadores
de la enfermedad y menor tasa de remision, en comparacion con canadienses caucasicos
[117].

Por otro lado, varios estudios moleculares y clinicos han sugerido que la AR es una
enfermedad muy heterogénea tanto en los factores que llevan a su desencadenamiento, su
evolucidn clinica y su respuesta a medicamentos. En base a esto, ha cobrado importancia la
identificacion de biomarcadores de la enfermedad, ya que permitiria personalizar su
tratamiento y limitar el desarrollo de dafios estructurales en el paciente. En ese contexto, que
el Laboratorio de Citocinas y Autoinmunidad adscrito a la Facultad de Farmacia de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos, con experiencia en el area de busqueda de
biomarcadores en pacientes reumaticos, fue invitado a participar en la caracterizacion de los
pacientes con AR de comunidades indigenas de los Altos de Chiapas. Los resultados del
presente estudio constituyen los primeros intentos de realizar una caracterizacion

inmunoldgica de la enfermedad reumatica en las poblaciones indigenas del sureste mexicano.

3.2. Posibles factores de riesgo

La AR afecta a casi el 1% de la poblacion adulta en todo el mundo, pero su prevalencia
e incidencia difieren entre las areas geogréaficas y los paises. La prevalencia de la AR es
mayor en el norte de Europa y América del Norte que en el sur de Europa, Africa y los paises
en desarrollo. En parte, tales diferencias se han explicado por la edad mas joven de la
poblacion en las naciones de ingresos bajos a medios y por las variaciones entre los grupos
étnicos y urbanos versus los rurales. Las diferencias geograficas en la prevalencia de la AR
pueden ser el resultado de una combinacion de caracteristicas individuales, asi como factores

socioecondmicos, ambientales y culturales. Los factores individuales incluyen el tabaquismo,

35



la terapia hormonal, la dieta y la obesidad, el sexo femenino, las variables reproductivas
femeninas, las infecciones a temprana edad, las malas condiciones de higiene, el mayor
crecimiento en la infancia, el estrés moderado en el trabajo y la exposicion a insecticidas y
pesticidas agricolas. Curiosamente, el efecto de estas variables en la prevalencia de AR no
necesariamente resulta de la agrupacion geografica, sino de factores discretos. Los factores
ambientales incluyen los relacionados con la industrializacién, la transicion demograficay la
urbanizacion [118].

Alarcon y colaboradores, en un estudio realizado en el afio 2014, proponen, ademas,
que existen factores tales como el grupo étnico y la posicion socioecondmica que contribuyen
a la falta de igualdad en la atencién médica y que impacta directamente a la poblacion [88].
Por su parte, en varios estudios epidemioldgicos en poblaciones indigenas de norteamerica,
México y Suramerica se ha identificado que una alta prevalencia alta a padecer enfermedades
reumaticas y a observar una respuesta terapéutica menor que los pacientes caucasicos, lo que
podria sugerir la existencia de factores de susceptibilidad genética y epigenética propios de

estas poblaciones.
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4. JUSTIFICACION.

La Artritis Reumatoide es una enfermedad autoinmune crénica degenerativa que se
presenta en una de las etapas mas importantes en la vida de un individuo, ya que tiende a
desarrollarse principalmente entre los 40 — 60 afios de vida, que es la etapa productiva de un
individuo. Se considera una enfermedad de alto impacto en la vida de los individuos que la
padecen, ya que al no contar con un diagndéstico oportuno de la enfermedad el riesgo de que
pase desapercibida se incrementa de forma alarmante, impidiendo asi que el paciente reciba
el tratamiento adecuado en una fase temprana de la enfermedad, lo cual se traduciria en la
reduccion considerable de los sintomas y de la mayoria de las deformaciones radiolédgicas
que conlleva la enfermedad en las etapas de mayor dafio de la misma, mejorando asi de forma
indudable la calidad de vida del paciente.

Por tanto, multiples estudios han mostrado que la respuesta inmunolégica constituye
uno de los elementos centrales para direccionar el curso de la enfermedad. En este sentido,
el microambiente de sefiales quimicas derivadas de células inmunes (citocinas, quimiocinas
y factores de crecimiento) y el perfil de las moléculas receptoras van a modificar el curso de
la enfermedad. Por lo tanto, una manera de evidenciar que los mecanismos biologicos podrian
ser diferentes entre dos grupos de pacientes (indigenas contra urbanos) seria evaluando los
niveles de marcadores de inmunorregulacién en la superficie de linfocitos T (CD4 y CD8).
Estos estudios nos permitiran un mejor entendimiento de los procesos inmunolégicos que se
llevan a cabo en la enfermedad, asi como también, permitiran dar paso al posible encuentro
0 desarrollo de nuevos marcadores moleculares a traveés de los cuales sea posible el
diagndstico temprano y oportuno o, de nuevas moléculas que puedan ser utilizadas en el
tratamiento de la enfermedad para brindar una mejor calidad de vida al paciente. Asimismo,
estos estudios constituyen los inicios de estudios inmunoldgicos para poder caracterizar la
AR presente en poblaciones indigenas, que en base con su seguimiento clinico parece mostrar
un perfil inflamatorio mas agresivo que otras poblaciones urbanas de nuestro pais. En ese
sentido, los resultados de este estudio permitiran abonar en el entendimiento porque los
pacientes indigenas presentan una evolucion inflamatoria mas agresiva y/o una menor

respuesta al tratamiento “modificador de la enfermedad”.
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S. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El porcentaje de células T con fenotipo CD45"CCR6" y CD45"PD1" serd similar o diferente

entre los pacientes indigenas y urbanos con AR?
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6. HIPOTESIS

6.1. Hipotesis alternativa.

La presencia relativa o el porcentaje de células CD45"CCR6" y CD45"PD-1" sera
significativamente mayor en sangre periférica de pacientes con Artritis Reumatoide en
comparacion con individuos sanos y permitira diferenciar entre pacientes indigenas de Los

Altos de Chiapas, pacientes urbanos y sujetos sanos.

6.2. Hipotesis nula.
La presencia relativa o el porcentaje de células CD45"CCR6" y CD45"PD-1" no sera
significativamente mayor en sangre periférica de pacientes con Artritis Reumatoide en

comparacién con individuos sanos y no permitira diferenciar entre pacientes indigenas de

Los Altos de Chiapas, pacientes urbanos y sujetos sanos.
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7.

OBJETIVOS

7.1. Objetivo general.

Determinar y comparar la presencia relativa y el porcentaje de células CD45"/CCR6",
CD45*/CCR6", CD45/CCR6", CD45"/PD-1", CD45%/PD-1", CD45/PD-1" en muestras de

sangre periférica de pacientes indigenas, pacientes urbanos con Artritis Reumatoide.

7.2. Objetivos especificos.

Generar banco muestras celulares de sangre periférica de pacientes con AR de
indigenas del municipio de Chenalhd (Chiapas) y urbanos de Morelos; asi como de

sujetos sanos.

Estandarizacion de técnica por citometria de flujo para evaluacion del fenotipo de
células CD45/CCR6", CD45"/CCR6°, CD45/CCR6*, CD45"/PD-1*, CD45"/PD-1",
CD45/PD-1".

Determinar y comparar la presencia relativa y el porcentaje de células CD45*/CCR6",
CD45'/CCR6", CD45/CCR6", CD45'/PD-1", CD45/PD-1", CD45/PD-1", en sangre
de pacientes con Artritis reumatoide de comunidades indigenas de Chiapas, pacientes

urbanos con Artritis reumatoide del estado de Morelos y sujetos sanos.

Evaluar la posible correlacion estadistica entre los niveles los fenotipos celulares y los

parametros clinicos de los pacientes con AR.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1. Disefio experimental

Estudio transversal y comparativo.

8.2. Poblaciones de estudio y permisos.

Se reclutaron pacientes con diagnostico de AR, de acuerdo con los criterios de
ACR/EULAR, 2010, que asisten a su consulta clinica con el reumatologo. Para el
reclutamiento de pacientes indigenas del municipio de Chenalhd y toma de muestras
sanguineas, se realizo en colaboracion con personal de la Clinica Esquipulas A.C. (San
Cristébal de las Casas, Chiapas) y del Hospital Universitario de la UANL. Los pacientes
urbanos se reclutaron en la Clinica de Artritis Reumatoide del Hospital General de
Cuernavaca "José G. Parrés"”, de los Servicios de Salud de Morelos. Todos los pacientes
incluidos en el estudio fueron diagnosticados por reumatélogos certificados y siguieron un
tratamiento combinado a base de Farmacos modificadores de la enfermedad convencionales.
Asimismo, antes de poderse realizarse, el presente estudio fue evaluado y aprobado por el
comité de ética del Hospital General de Cuernavaca Dr. José G. Parres y el comité de ética
de Servicios de Salud de Morelos.

Tanto en el caso de los pacientes indigenas como de los pacientes urbanos, posterior
a su evaluacion reumatoldgica, se invitd al paciente a donar una muestra de sangre venosa
para el estudio inmunoldgico comparativo.

Las muestras sanguineas de donadores sanos se obtuvieron en el Centro Estatal de
la Transfusion Sanguinea de Morelos (CETS), a partir de concentrados leucocitario ("buffy
coat"), lo que permiti6 contar con muestras negativas para Hepatitis, HIV, Herpes, Chagas,
etc. Estas muestras fueron obtenidas en forma de paquetes leucocitarios (buffy coat). Las
muestras de sangre fueron procesadas en condiciones de esterilidad y bioseguridad nivel 2
(Campana de flujo laminar nivel 1A NUAIRE).

8.3. Criterios de seleccion de pacientes.

Los pacientes se reclutaron en su visita con el reumatélogo en las instalaciones de la

Clinica Esquipulas A.C. y en las instalaciones del Hospital General Dr. José G. Parres, del
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Estado de Morelos. Posterior a su evaluacion reumatoldgica cotidiana, se invito al paciente
a participar en el protocolo de estudio, de acuerdo a lo criterios de seleccidn descritos a
continuacion. Para lo cual, inicialmente se tuvo que leer y aclarar dudas al paciente previo a

la firma del consentimiento informado (ver Anexo 1).

Criterios de inclusion:

1.  Pacientes con diagndstico de AR, segun criterios de ACR/EULAR, 2010

2.  Pacientes mayores de 18 afios

3. Pacientes con esquema de tratamiento de al menos 6 meses con FARMES o, en su
defecto, recién diagnosticados, aceptar participar en el protocolo.

4.  Pacientes con tratamiento menor a 10 mg/dia de glucocorticoides.

5. Pacientes que firmen carta de consentimiento informado (Anexo 1).

Criterios de exclusion:
1.  Pacientes con diagndstico de otras enfermedades cronicas inflamatorias ademas de AR.

2. Pacientes embarazadas.

Criterios de eliminacién:

1. Muestra insuficiente o hemolizada.

Posterior a la firma de la Carta de Consentimiento informado, se colectd una muestra
de sangre venosa a los pacientes, en condiciones asépticas, con material nuevo y realizado
por un responsable certificado. Las muestras sanguineas fueron procesadas maximo 4 hrs

posteriores a su colecta.
8.4. Variables evaluadas.
Independientes:

- Edad

- Género

- Tiempo desde el inicio de sintomas

- Numero de articulaciones inflamadas
- Numero de articulaciones dolorosas
- Actividad clinica (DAS28/VSG)
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- Velocidad de Sedimentacion Globular
- Proteina C Reactiva

- Factor Reumatoide

Dependientes:
- CDA45*/CCR6*

- CD45"/CCR6
- CD45/CCR6*
- CD45'/PD-1*
- CD45'/PD-1-
- CD45/PD-17

8.5. Tomay procesamiento de muestras sanguineas.

Las muestras de sangre se recolectaron con vacutainer con EDTA como anti-
coagulante (tapon morado, Becton Dickinson) y, el mismo dia, se separaron el plasmay el
paquete celular. La fraccion de plasma fue almacenada a -20 °C hasta su traslado al
Laboratorio de Citocinas y Autoinmunidad en Cuernavaca. Mientras tanto, el paquete celular
fue procesado para preservar los leucocitos sanguineos, para lo cual se empled el protocolo
de lisis de eritrocitos estandarizado en nuestro grupo de investigacién. Para lo cual, el paquete
celular fue lavado 3x con la solucion de lisis de eritrocitos (Sigma Aldrich) por periodos de
5 min y lavados 4 con PBS en una centrifuga clinica. Al final, la fraccién de leucocitos fue
resuspendido en PBS y contado por técnica de azul tripano. Se fijaron en solucién de
paraformaldehido al 2% final, en 4 alicuotas diferentes y, finalmente, fueron almacenadas a
4C, hasta su envio a Cuernavaca y analisis por citometria de flujo.

En el caso de las muestras colectadas en el Hospital General Dr. José G. Parres fueron
procesadas el mismo dia, separando la fraccién del plasma y almacenandola a -20°C,
mientras que a partir del paquete celular, se separd la fraccion de células mononucleares,
empleando la técnica de Ficoll Paque (Sigma Aldrich). Al término de los lavados con PBS,
las células se resuspendieron y contaron por la técnica de Azul tripano. Para su
almacenamiento hasta el andlisis de citometria, las células se fijaron en solucion de
paraformaldehido al 2% final, en 4 alicuotas diferentes a 4°C hasta su analisis.

Como se describio anteriormente, las muestras obtenidas de ambas localizaciones

fueron procesadas de diferente manera, debido a las condiciones con las se cont6 en la Clinica
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para pacientes indigenas. Con el fin de verificar que evaluaciones similares a pesar de un
procesamiento diferente de las muestras sanguineas, se evalud el perfil celular de la misma
muestra de donador sano y procesada, a la par, por ambos métodos de fraccionamiento: lisis

de eritrocitos o purificacion de células mononucleares.
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Figura 6. Separacion de células de sangre periférica de pacientes urbanos (A) e
indigenas (B). A. Separacion de células mononucleares empleando la técnica de Ficoll Paque
de las 30 muestras de pacientes. B. Separacion de células empleando la técnica de lisis de
eritrocitos de las 20 muestras de pacientes indigenas.

En la Figura 6 se observan los perfiles de citometria de las células de sangre
procesadas por lisis de eritrocitos y purificacion de células mononucleares por Ficoll Paque.
Como se observa, mientras que el analisis de tamafio vs. granularidad fue diferente en cada
caso, el inmunofenotipo PD-1 vs CD45 fue similar. De esta manera, se confirmé qué a pesar
de las diferencias en el procesamiento de las muestras sanguineas, no interfiere en el analisis

del inmunofenotipo celular. Como se describié antes, las muestras de donadores
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correspondieron a concentrados leucocitarios derivados del Centro Estatal de la Transfusion
Sanguinea. Estas muestras fueron procesadas el mismo dia de su liberacion, mediante la
técnica de Ficoll Paque, similar a las muestras de pacientes urbanos con AR.

Todas las adquisiciones de células para su analisis por citometria de flujo se realizd
en el equipo FACSCanto™ II (Becton Dickinson), con el software FACS DIVA., del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM, a cargo de la Dra. Yvonne Rosnstein y con apoyo
técnico de la Dra. Erika Melchy. Finalmente, las gréficas en formato de histograma o de
puntos, asi como la determinacion de los porcentajes y cantidad relativa de marcadores

(intensidad media de fluorescencia) fue obtenido por empleo del software FlowJo v. 7.6.

8.6. Estandarizacién de condiciones control para titulaciébn de marcadores
CD45, PD-1y CCR6

8.6.1. Condiciones basales en donadores sanos.

Como se puede observar en la Figura 7 y 8, los niveles basales de PD-1 y CCR6,
respectivamente en células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de donadores sanos.
Para el caso particular de PD-1 se observé un ligero desplazamiento de la fluorescencia hacia
la derecha, sugiriendo que una cantidad limitada de células mononucleares eran positivas
para este marcador y/o que la cantidad relativa de PD-1 en la superficie celular era baja. Por
su parte, para el caso del receptor CCR6 se observo que un desplazamiento de >80 % de las
células hacia la derecha sugiriendo que la mayoria de las células eran positivas para este
marcador, al tiempo que la cantidad relativa por células (intensidad media de fluorescencia)
parece ser alta. Hay que hacer notar la presencia de un subgrupo minoritario de células
parecen presentar cantidades menores de CCR6 o que podria tratarse de un artefacto de la
técnica.

Estos ensayos se realizaron durante la titulacion de los anticuerpos directamente
acoplados con los fluor6foros empleados para el resto del estudio: anti-PD-1 acoplado con
Ficoeritrina (PE) y anti-CCR6 acoplado con (PerCP-Cy5.5). De estos primeros ensayos se
consider0 necesario estimular las células mononucleares purificadas para obtener resultados
significativos (PD-1) o para descartar posibles artefactos (CCR6) que nos sirvieran como

referencia clara en la titulacién posterior de los anticuerpos.
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Figura 7. Nivel basal de PD-1 en células mononucleares de donadores. Los ensayos se
realizaron (fijacion), bloqueo, incubacion con dilucion de anticuerpos, (Comparacion entre
células incubadas con anticuerpos y células sin anticuerpo (autofluorescencia).
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Figura 8. Nivel basal de CCR®6 en células mononucleares de donadores. Los ensayos se
realizaron (fijacion), bloqueo, incubacion con dilucion de anticuerpos, (Comparacion entre
células incubadas con anticuerpos y células sin anticuerpo (autofluorescencia).

8.6.2.  Estimulacion de CMSP con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA).

Una vez obtenidas las CMSP se mantuvieron en medio RPMI Advanced con 3% de
Suero Fetal Bovino (SFB) y 1% de antibidtico durante aproximadamente 24 horas.
Posteriormente, se lavaron 2 veces con PBS durante 7 minutos a 1,250 rpm. Una vez
terminados los lavados se dejaron ayunando las células durante 2 horas con medio RPMI 2%
SFB, después se lavaron nuevamente durante 2 veces con PBS durante 7 minutos a 1,250
rpm. Después, se estimularon en 10 ml de RPMI Advanced con 3% SFB, 1% de antibiotico

y 10 mM de PMA durante 24 horas. Una vez cumplido el tiempo de estimulo, se lavaron
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nuevamente las células con PBS, se fijaron con 200 ul de PFA al 2% a 37°C durante 10
minutos, finalmente se lavaron y prepararon alicuotas de 1x10° células y se guardaron a 4°C

para su uso.
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Figura 9. Niveles basales de PD-1 de células mononucleares de sangre periférica de
donadores sanos posterior a 24 hrs de estimulacion con PMA. Se muestran histogramas
representativos de perfil de PD-1 de células estimuladas con 10 nM de PMA por 24 hrs, en
comparacion con perfil de autofluorescencia (células sin anticuerpo). Para estos ensayos se
emplearon diluciones de anti-PD-1 de 1:20.
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Figura 10. Niveles basales de CCR6 de celulas mononucleares de sangre periférica de
donadores sanos posterior a 24 hrs de estimulacion con PMA. Se muestran histogramas
representativos de perfil de CCR6 de células estimuladas con 10 nM de PMA por 24 hrs, en
comparacion con perfil de autofluorescencia (células sin anticuerpo). Para estos ensayos se
emplearon diluciones de anti-CCR6 de 1:20.

En la Figuras 9 se observa que el tratamiento con PMA durante 24 hrs ocasion0 el
incremento tanto en el porcentaje de células como en la intensidad media de fluorescencia

(IMF) para PD-1 en las células CMSP de donadores. En base a estos resultados se considerd
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como el estandar de referencia para proceder a la titulacion del anticuerpo anti-PD-1. Por su
parte, la estimulacién de las células CMSP de donadores no indujo cambio apreciable en el
perfil para CCR6 (Figura 10), por lo que parece no fuera necesario la estimulacion de las
células para su empleo. Sin embargo, dado que la estimulacion se requerira realizarla para la
titulacion del anticuerpo PD-1, decidimos emplear esta misma condicion para realizar la

titulacion en paralelo tanto del anticuerpo anti-PD-1 como del anticuerpo anti-CCR6.

8.7.  Titulacién individual de anticuerpos para los marcadores PD-1, CCR6
y CD45.

8.7.1. Titulacion anticuerpo para PD-1.

Para la evaluacion de los niveles de células PD-1 en CMSP se emple0 el anticuerpo
anti-PD-1 acoplado con PE (clona EH12.2H7), con una concentracion de proteina de 200
ug/ml. Para los ensayos de titulacion de los anticuerpos se utilizaron 1x10° células
previamente estimuladas con PMA y fijadas con paraformaldehido (ver seccion anterior).
Después de sacarlas del refrigerador, las células se bloguearon con solucion de PBS
conteniendo 10% de suero humano durante 30 minutos en hielo. A continuacion, las células
se lavaron con una PBS pH 7.4, previo a transferirlas a los diferentes tubos de ensayo. Para
el ensayo se emplearon 3 diferentes diluciones del anticuerpo: 1:20, 1:40, 1:100 (se
descartaron las diluciones 1:200, 1:500, 1:1,000 debido a que en el primer blogque de
diluciones se observé que la sefial se perdia completamente después de la dilucion 1:100),
todo en un volumen final de 50 pl de solucion de bloqueo. Todas las muestras, con diferentes
diluciones, fueron incubadas en paralelo, en hielo por 30 min y protegidas de la luz.
Posteriormente, fueron lavadas 2x con PBS en microfuga y, posterior a los lavados, las
células fueron resuspendidas en solucién de fijacion (200 ul de PFA al 1%) y almacenadas a

4°C hasta su adquisicion por el citometro de flujo.
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Figura 11. Titulacion de anticuerpo anti-PD-1. Se observan el perfil de fluorescencia para
las diluciones 1:20, 1:40 y 1:100 (derecha a izquierda) del anticuerpo comercial anti-PD-1,
como se describe en el texto), asi como el histograma conjunto (extremo izquierdo) para
observar las diferencias.

De acuerdo a la Figura 11, se eligié utilizar la dilucion 1:20 del anticuerpo
secundario ya que fue la condicion que mostré el maximo de sefial y no pudo ser alcanzado

por las otras diluciones.

8.7.2.Titulacion anticuerpo para CCR6

Para la evaluacion de los niveles de células CCR6 en CMSP se empled el anticuerpo
anti-CCR6 acoplado con PerCP-Cy5.5 (clona GO34E3), con una concentracion de proteina
de 200 pg/ml.

Para estos ensayos se utilizaron 1x10° células previamente estimuladas con PMA y
fijadas con paraformaldehido (ver seccion anterior). Después de sacarlas del refrigerador, las
células se bloguearon con solucion de PBS conteniendo 10% de suero humano durante 30
minutos en hielo. A continuacién, las células se lavaron con una PBS pH 7.4, previo a
transferirlas a los diferentes tubos de ensayo. Para el ensayo se emplearon 6 diferentes
diluciones del anticuerpo: 1:20, 1:40, 1:100, 1:200, 1:500, 1:1,000, en un volumen final de
50 ul de solucion de bloqueo. Para las diluciones de 1:100-1:1000, se diluyeron previamente
los anticuerpos en solucién de bloqueo, antes de mezclarlas con las células. Todas las
muestras, con diferentes diluciones, fueron incubadas en paralelo, en hielo por 30 min y
protegidas de la luz. Posteriormente, fueron lavadas 2x con PBS en microfuga. Posterior a
los lavados, las células fueron resuspendidas en solucion de fijacion (200 ul de PFA al 1%)

y almacenada a 4°C hasta su adquisicion por el citometro de flujo.
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Figura 12. Titulacion de anticuerpo anti-CCR6. Se observan el perfil de fluorescencia
para las diluciones 1:20, 1:40 y 1:100 (derecha a izquierda) del anticuerpo comercial anti-
CCR®6, como se describe en el texto), asi como el histograma conjunto (extremo izquierda)
para observar las diferencias. La figura no muestra las diluciones 1:200, 1:500 y 1:1000,
porque no se diferenciaron de la dilucion 1:100.

De acuerdo a la Figura 12, se eligié utilizar la dilucion 1:100 del anticuerpo
secundario ya que fue la condicion donde se empled menos anticuerpo obteniendo una sefial
claramente diferente al perfil de autofluorescencia; a pesar de que los perfiles con menores

diluciones mostraron una pérdida en la intensidad de fluorescencia.

8.7.3. Titulacion anticuerpo para CD45

Para la evaluacion de los niveles de células CD45 en CMSP se empled el anticuerpo
anti-CD45 acoplado con APC (clona UCHL1), con una concentracion de proteina de 200
ug/mil.

Para estos ensayos se utilizaron 1x10° células previamente estimuladas con PMA y
fijadas con paraformaldehido (ver seccién anterior). Después de sacarlas del refrigerador, las
células se bloguearon con solucion de PBS conteniendo 10% de suero humano durante 30
minutos en hielo. A continuacion, las células se lavaron con una PBS pH 7.4, previo a
transferirlas a los diferentes tubos de ensayo. Para el ensayo se emplearon 3 diferentes
diluciones del anticuerpo: 1:20, 1:40, 1:100 (se descartaron las diluciones 1:200, 1:500,
1:1,000 debido a que en el primer bloque de diluciones se observé que la sefial se perdia
completamente después de la dilucion 1:100), en un volumen final de 50 ul de solucién de

bloqueo. Todas las muestras, con diferentes diluciones, fueron incubadas en paralelo, en hielo
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por 30 min y protegidas de la luz. Posteriormente, fueron lavadas con PBS 2x en microfuga.
Posterior a los lavados, las células fueron resuspendidas en solucion de fijacion (200 ml de

PFA al 1%) y almacenada a 4°C hasta su adquisicion por el citometro de flujo.
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Figura 13. Titulacién de anticuerpo anti-CD45. Se observan el perfil de fluorescencia para
las diluciones 1:20, 1:40 y 1:100 (derecha a izquierda) del anticuerpo comercial anti-CCR®,
como se describe en el texto), asi como el histograma conjunto (extremo izquierda) para
observar las diferencias.

De acuerdo con la Figura 13, se eligio utilizar la dilucién 1:20 del anticuerpo ya que

fue la menor dilucién donde se obtuvo el maximo de fluorescencia.

8.8. Compensacion: Estandarizacion del panel multicolor (PD-1-/ CCR6/ CD45).

Una vez seleccionadas las concentraciones de los anticuerpos comerciales dirigidos
contra los marcadores celulares, se procedio a elaborar el montaje del panel con la intencién
de evaluar posibles interferencias entre los fluorocromos usados. Para ello, 1x10° de células
mononucleares de sangre periférica fueron bloqueadas con PBS + 10% de suero humano
durante 30 minutos en hielo, se lavaron con una solucion de fosfato alcalino (PBS pH 7.4) y
se centrifugaron a 1,750 rpm durante 7 minutos. Posteriormente, fueron incubadas con las
concentraciones de los anticuerpos previamente seleccionadas y se volvieron a lavar con PBS

y fueron fijadas con PFA 2% y se guardaron hasta su paso por el citometro.
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Figura 14. Estandarizacion del panel multicolor. La imagen estd compuesta por los
perfiles de fluorescencia individuales para PD-1 (azul), CD45 (naranja), CCR6 (verde
limon), el conjunto de puntos color verde bandera corresponde a la tincion triple PD-
1/CCR6/CDA45.

8.9. Determinacion de los porcentajes celulares y abundancia relativa de
receptores PD1y CCREG.

Para la evaluacion de muestras clinicas se emplearon 5x10° células de cada paciente
y 1x108 células de cada donador sano, estas Gltimas fungieron como control de tincién para
establecer las caracteristicas de la poblacion en cada andlisis. En cada evaluacion se usaron
como controles las siguientes tinciones:
1. CMSP no tefiidas.
2. CMSP tefiidas con CD45
3. CMSP tefiidas con PD-1
4. CMSP tefiidas con CCR6
Mientras que cada una de las muestras de pacientes fueron bloqueadas con Facs Juice
al 10% de suero humano y tefiidas conjuntamente con una mezcla de los anticuerpos anti-
CD45, anti-PD-1 y anti-CCR6 usando cada una de las concentraciones antes establecidas
para cada anticuerpo (secciones 8.7.1, 8.7.2 y 8.7.3). Una vez terminada la tincion, fueron
fijadas con PFA al 2% y guardadas a 4°C hasta su adquisicion en el citbmetro.
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Para cada muestra clinica se procedid al siguiente protocolo de analisis: 1) se
determind el perfil bidimensional de FCS (forward scatter) vs SSC (side scatter). En base a
este perfil se seleccion6 sélo la poblacién de linfocitos, descartando los eritrocitos/detritus,
asi como las células polimorfonucleares. 2) Se procedi6 a descartar los d dobletes y tripletes
que pudieran llegar a formarse. 3) Posteriormente, se procedid a analizar la poblacién
seleccionada en cada uno de los canales en los que cada uno de los fluor6foros emiten su
sefial en diferentes dot blot
- PE (PD-1) vs PerCP-Cy5.5 (CCR®6)

- PE vs APC

- PerCP-Cy5.5 vs PE

- PerCP-Cy5.5 vs APC

Para determinar tanto el porcentaje de células positivas para cada una de las subpoblaciones
de estudio. 4) También se realizaron graficas de histograma para cada una de las

subpoblaciones en estudio para observar el nimero de eventos que emitian esa sefial.

8.10. Evaluaciones séricas de pacientes.

Los niveles de FR, VSG vy proteina C reactiva se realizaron por la técnica de
turbidimetria en la Clinica Esquipulas (pacientes indigenas) y Hospital General de

Cuernavaca (pacientes urbanos).

8.12. Andlisis estadistico

Se empled estadistica descriptiva (medias y desviacion estadistica) para todas las
variables clinicas.Se emple6 la prueba de t de Student (Mann-Whitney y Wilcoxon pruebas
no paramétricas) para comparar entre grupos de pacientes y analisis de varianza (ANOVA)
para determinar diferencias entre grupos. Los datos de tiempo se analizaron por el método de
Kaplan-Meier. Para el anélisis de los resultados de citometria de flujo se emple6 el programa
Prism v.8.4.2. A. para adquisicion de los datos y el programa FlowJo v.7.6 para su analisis y

representacion grafica.
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9. RESULTADOS

9.1. Caracteristicas clinicas de grupos de pacientes.

En la Tabla VI se resumen las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes
con AR indigenas y urbanos reclutados. Se recolectaron 59 muestras de pacientes que asisten
a la consulta en el Hospital General de Cuernavaca y 28 muestras de pacientes indigenas que
asistieron a la clinica Esquipulas, sin embargo, por razones técnicas solo se analizaron 25
pacientes urbanos y 20 pacientes indigenas de acuerdo a las condiciones referidas en la
seccion de Metodologia.

La edad promedio de los pacientes urbanos fue de 50.29+11.2 afios y en el caso de
los pacientes indigenas fue de 47.15+11.02 afios, no observando diferencia significativa
(Tabla VI). De manera similar, ambos grupos de pacientes también presentaron un IMC
estadisticamente similar. Por su parte, el tiempo promedio de tiempo desde el inicio de los
sintomas fue de 11.91+8.39 afios para el caso de los pacientes urbanos y de 7.0+£3.35 afios
para el caso de los pacientes indigenas, por lo que, de acuerdo a los criterios establecidos por
el Colegio Americano de Reumatologia, son diagnosticados con AR establecida. Sin
embargo, al momento de comparar entre los dos grupos de pacientes pudimos observar una
diferencia significativa, teniendo menos tiempo con la enfermedad el grupo de pacientes
indigenas. Todos los pacientes cuentan con evaluaciones seroldgicas, en el caso de los
pacientes urbanos, las determinaciones de FR fueron hechas por el método de nefelometria,
la VSG se determiné por el método de Westergreen y la PCR por turbidimetria. En el caso
de los pacientes indigenas, la determinacion de FR fue por el método de ELISA y la
determinacion de PCR fue por inmunofrecuencia a punto final, finalmente, la VSG también

se realizo por el método de Westergreen.

Tabla VI. Caracteristicas generales de pacientes y donadores.

Urbanos Indigenas p*
Edad, afios promedio(DE) 50.29 (11.2) 47.15 (11.02) 0.328
IMC, kg/m?, promedio (DE) 26.5.03 (3.88) 25.5 (3.63) 0.556
T. evol., afios, promedio (DE) 11.91 (8.39) 7.0 (3.35) <0.001
VSG, mm/h, promedio(DE) 27.86 (10.02) 25.53 (17.39) 0.301
PCR, mg/dL, promedio(DE) 7.90 (8.26) 14.83 (38.26) 0.125
FR, mg/dL, promedio(DE) 96.78 (67.9) 158.7 (71.17) 0.001
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FR positivo, %. 71.4 84.2 -

aCCP, Ul/dl, promedio (DE) 93.7 (89.64) 106 (80.6) 0.977
aCCP positivo, % 53.3 81.3

Al, promedio (DE) 3.09 (2.35) 4.33 (4.8) 0.799
AD, promedio (DE) 2.65 (3.7) 13.06 (9.5) 0.000
DAS28, promedio(DE) 3.68 (1.04) 4.31 (1.47) 0.231

DE, desviacion estandar; T. evol., tiempos desde el inicio de sintomas; VSG, velocidad de sedimentacion
globular; PCR, proteina C reactiva; FR, factor reumatoide; aCCP, antipéptido citrulinado ciclico; Al,
articulaciones inflamadas; AD, articulaciones dolorosas; DAS28, indice de actividad clinica. *Mann
Whitney, p<0.05

En la Tabla VI podemos observar que al comparar entre pacientes urbanos e indigenas
en base a los valores de VSG no se observaron diferencias significativas, aunque en los dos
casos los niveles son caracteristicos de una alteracion inflamatoria. Para el caso de la PCR,
el grupo de pacientes indigenas mostrd un nivel promedio mayor, sin embargo esta diferencia
no alcanzo6 significancia estadistica (p=0.125). Por su parte, al comparar los titulos del
autoanticuerpo FR (Figura 15) , se observo un nivel estadisticamente mayor en los pacientes
indigenas 158.7 vs. 96.78, p<0.002. Asimismo pudimos observar un mayor porcentaje de
pacientes seropositivos para este marcador (84.2 vs. 71.4, indigenas vs. urbanos,
respectivamente). En base al marcador aCCP, los titulos del autoanticuerpo fueron
estadisticamente similares en ambos grupos, sin embargo, los pacientes indigenas parecen

mostrar un porcentaje mayor de pacientes seropositivos.
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Figura 15. Comparacion entre pacientes urbanos e indigenas con AR en base a titulo de
FR. En el caso de los pacientes indigenas y urbanos, la determinaciéon de FR fue por el
método de ELISA, mientras que las muestras de pacientes urbanos fueron evaluadas por
nefelometria.
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Al comparar los dos grupos de pacientes en base al conteo de articulaciones
inflamadas o dolorosas, podemos observar que el nimero de articulaciones inflamadas fue
similar (Tabla V1), pero el nimero de articulaciones dolorosas fue significativamente mayor
en los pacientes indigenas (Figura 16). Mientras que los pacientes urbanos mostraron menor
numero de articulaciones dolorosas, practicamente la mitad de los pacientes indigenas mostré
mas de 15articulaciones dolorosas. Sin embargo, esta diferencia parece no haber influido
suficiente para determinar un puntaje de actividad superior, por medio de DAS 28, para el

grupo de paciente indigenas.
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Figura 16. Comparacion entre pacientes urbanos e indigenas en base al nUmero de
articulaciones dolorosas.

Como se observa en la Figura 17, al comparar el promedio de la actividad clinica DAS28
de ambos grupos de pacientes podemos observar que no hubo diferencias estadisticamente
significativas, sugiriendo similitud entre ambos grupos. Sin embargo, se puede observar que
adiferencia del grupo de pacientes urbanos donde los indices de actividad se concentran entre
2 y 5 (actividad baja y moderada), algunos pacientes indigenas mostraron indices mayores
(>5), sugiriendo que al menos el 25% de ellos presentaron actividad alta. Sin embargo, debido
al bajo nimero de pacientes reclutados no es posible subdividir este grupo o hacer un

subanalisis.
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Figura 17. Comparacion de la actividad clinica de todos los pacientes urbanos e
indigenas. Para determinacion del puntaje DA28 se consideraron las variables Al, AD, VSG
y evaluacion visual andloga (EVA) del medico y siguiendo el algoritmo internacionalmente
aceptado.

9.2. Comparacion de la frecuencia relativa de subpoblaciones celulares entre

donadores y pacientes.

En la Figura 18 se observa una comparacién representativa de las subpoblaciones
celulares observadas en las muestras de donadores sanos (empleadas para la titulacion de
anticuerpos y calibracion de condiciones de compensacion), las muestras de sangre de
pacientes urbanos con AR y las muestras de sangre de pacientes indigenas con AR. Es de
resaltar que las preparaciones provenientes de Chiapas presentan una alta proporcion de
células con alta granularidad (SSC-A) y gran tamafio (FSC-A) y que caracteristicamente se
identifican como células polimorfonucleares. Esta subpoblacion esta ausente en las muestras
provenientes de donadores o pacientes urbanos, debido a que fueron semipurificadas por la
técnica de Ficoll Paque (metodologia). Es por esto que los porcentajes relativos de la
poblacion de células de la subpoblacion de linfocitos fue ligeramente mayor en estas ultimas
preparaciones (60-70% vs. 40-55%), con relacion a las preparaciones de pacientes indigenas.
Como se describid en la metodologia, debido a las condiciones de procesamiento y
transportacion de las muestras celulares desde San Cristobal de las Casas al laboratorio 13

de la Facultad de Farmacia (Cuernavaca).
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Figura 18. Comparacion de la distribucion de subpoblaciones celulares en las
preparaciones de donadores control y pacientes urbanos e indigenas con AR. Las
preparaciones celulares derivadas de sangre periférica de donadores control (izquierda) y
pacientes urbanos con AR (centro) fueron procesadas por la técnica de Ficoll Paque. Mientras
que la preparacion celular derivada de sangre periférica de pacientes indigenas con AR
(derecha) fueron procesadas por lisis de eritrocitos. Se muestra el porcentaje de la
subpoblacion linfocitica.

9.3. Comparacion de la frecuencia relativa de poblaciones celulares PD-
1*/CD45*, PD-1*/CD45, PD-1/CD45*, CCR6*/CD45*, CCR6*/CD45 vy
CCRG67/CD45* entre pacientes de Morelos e indigenas.

En la Figura 19 se observa la frecuencia relativa (%) de las subpoblaciones celulares
PD-1/CD45", PD-1*/CD45  y PD-1/CD45", entre ambos grupos de pacientes. Inicialmente
se observa las condiciones control de autofluorescencia que sirvié como referencia de los
limites de positividad tanto para el marcador PD-1 como CD45 (arriba izquierda).

Al comparar los perfiles de distribucién de las subpoblaciones celulares se observa
que aparentemente las células sanguineas de los pacientes indigenas tienen mayor nivel de
células PD-17/CD45" y PD-1¥/CD45  que los pacientes urbanos. Consecuentemente, los
pacientes urbanos parecen mostrar un porcentaje mayor de células PD-1/CD45".

Por el otro lado, en la Figura 20 se observa la frecuencia relativa (%) de las
subpoblaciones celulares CCR67/CD45", CCR6'/CD45 y CCR67/CD45*, entre ambos
grupos de pacientes. Inicialmente se observa las condiciones control de autofluorescencia
que sirvié como referencia de los limites de positividad tanto para el marcador PD-1 como
CD45 (arriba izquierda).
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Figura 19. Comparacion representativa de las subpoblaciones PD-1*/CD45*, PD-
1*/CD45 y PD-1/CD45* en ambos grupos de pacientes. Control (arriba-izquierda),
correspondiente a la autofluorescencia de células control que permitié establecer los limites
negativos. Se observan distribucién de células en una preparacion de pacientes urbanos
(arriba-dercha) y una preparacién de pacientes indigenas (abajo-derecha).

Al comparar las subpoblaciones celulares entre ambos grupos de pacientes, a

diferencia de lo que se observd para el marcador PD-1, parece que no se observaron

diferencias muy marcadas en términos del porcentaje celular. Quizas el cambio mas claro

pueda ser el aumento en los niveles de fluorescencia de las células marcadas para CCR6

(IMF), en comparacion con las células de los pacientes indigenas.
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Figura 20. Comparacion representativa de las subpoblaciones CCR6*/CD45",
CCR6*/CD45 y CCR6/CD45* en ambos grupos de pacientes. Control (arriba-izquierda),
correspondiente a la autofluorescencia de células control que permitio establecer limites
negativos. Se observan distribucién de células en una preparacion de pacientes urbanos
(arriba-dercha) y una preparacién de pacientes indigenas (abajo-derecha).

9.4. Comparacion total de la abundancia relativa las subpoblaciones celulares
y el nivel de presencia relativo por célula de los marcadores celulares entre

pacientes de Morelos e indigenas.

En la Tabla VII se observan los resultados promedio y desviacion estandar de la
abundancia relativa de las subpoblaciones evaluadas en las muestras de pacientes urbanos e
indigenas. Asimismo, en la parte baja de la Tabla, se muestran los resultados promedio de la
abundancia relativa por célula (Intensidad Media de Fluorescencia) para cada uno de los
marcadores celulares (PD-1, CCR6 y CD45).

En congruencia con la abundancia relativa comparativa de las subpoblaciones
celulares entre ambos grupos de pacientes, se observé que el porcentaje de las células PD-
17/CD45*, PD-17/CD45 y PD-1/CD45" fue estadisticamente mayor en los pacientes

indigenas, en comparacion con los pacientes urbanos. Como se evidencia en la Figura 19, la
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diferencia més clara es con referencia a las poblaciones celulares positivas para PD-1,
permitiendo obtener un p<0.001. Mientras que la poblacion PD-1/CD45+ es mayor en los
pacientes indigenas, pero con una p<0.04.

Por su parte, la abundancia relativa comparativa de las poblaciones celulares
CCR6*/CD45" y CCR6*/CD45 fue estadisticamente similar entre ambos grupos de
pacientes. Pero en particular la poblacion CCR6/CD45" parece ser superior para el caso de
los pacientes indigenas. Sin embargo, como se observa en la Tabla, el porcentaje presente es
minoritario (<2%) por lo que nos permitiria dudar si no se trata de un error metodolégico o
es un fendmeno real. En cualquier caso, debido a que el porcentaje celular es mucho menor
que las otras poblaciones celulares, su influencia bioldgica seria muy limitada (ver

Discusion).

Tabla VII. Comparacién del promedio de la abundancia relativa de las subpoblaciones
celulares a evaluar, asi como de la abundancia relativa por célula (IMF) para cada marcador
celular.

Variable Urbanos Indigenas p*

PD1*/CDA45", promedio (DE) 5.38 (8.63) 29.79 (13.57) 0.000
PD1*CD45", promedio (DE) 1.65 (3.14) 18.44 (15.72) 0.000
PD17/CD45*, promedio (DE) 40.49 (22.56) 26.72 (21.48) 0.035
CCR6*/CD45", promedio (DE) 43.04 (23.81) 52.32 (29.87) 0.313
CCR6"/CD45", promedio (DE) 35.33 (17.84) 35.38 (23.74) 0.986
CCR67/CD45", promedio (DE) 0.81 (2.16) 1.68 (1.36) 0.000
PD-1 IMF, promedio (DE) 141.0 (47.33) 332.4 (75.6) 0.000
CCR®6 IMF, promedio (DE) 1403 (1023) 1071 (443.9) 0.865
CD45 IMF, promedio (DE) 333.4 (163.5) 315.9 (114.0) 0.910

IMF, Intensidad media de fluorescencia; p, significancia estadistica <0.05 (prueba de Mann Whitney).

Al comparar la abundancia relativa de los marcadores celulares por célula (IMF),
como era de esperarse, el nivel de PD-1 parece duplicar en las células linfociticas de los
pacientes indigenas, en comparacion de las células de pacientes urbanos. Incluso si
consideramos que hay una variacion experimental importante, esta no es suficiente para hacer
comparables los niveles entre ambos grupos de pacientes, por lo que parece ser una de las
grandes diferencias celulares observadas entre los dos tipos de pacientes. Por su parte, al
comparar los niveles relativos de CCR6 o0 CD45 entre los grupos de pacientes, observamos
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que fueron estadisticamente similares. Quizas una de las causas que no se pudo evidenciar
diferencias entre grupos fue debido a la gran variacion experimental observada, siendo
demasiado alta para el marcador CCR6 de los pacientes urbanos. Ciertamente la Unica
manera de poder modificar este resultado seria aumentar el nUmero de pacientes reclutados

y estudiados.

9.5. Relacion entre la frecuencia relativa de subpoblaciones celulares células
PD-1*/CD45*, PD-1*/CD45", PD-1-/CD45*, CCR6*/CD45*, CCR6*/CD45 y
CCR6/CD45"y actividad clinica de pacientes indigenas con AR.

En la Figura 21 se observan los analisis de correlacion entre la actividad clinica
(DAS28) vy los porcentajes de poblaciones celulares PD-1¥/CD45%, PD-1*/CD45 en los
pacientes indigenas. Para la poblacion celular PD-1*/CD45" (Figura 21A) se puede observar
que ligeramente se incrementa al aumentar el DAS28, lo cual refleja un valor bajo de Rho
(=0.123). Sin embargo, también se observa que gran variacion entre los eventos resultando
en una ausencia de significancia estadistica (p=0.648).

Por su parte en la Figura 21B se puede observar que el porcentaje de la poblacion PD-
1¥/CD45" disminuye conforme se incrementa el DAS28 (Rho= 0.265). Sin embargo, también
se observa que variacion entre los eventos da como resultado que no se alcance la
significancia estadistica (p=0.321).

Aunque se evaluaron por las pruebas de correlacion para las otras variables de
poblaciones celulares y abundancia relativa por célula de los marcadores, solamente los
anteriores dieron diferencias. Incluso se juntaron los niveles relativos de PD-1 de ambos
grupos de pacientes y aunque se observo un ligero incremento del marcador PD-1 conforme
aumenta el indice de actividad, tampoco fue estadisticamente significativo. De esa manera,
en base a estos resultados se puede concluir que los cambios en los niveles de las poblaciones
celulares o de los marcadores celulares parecen no relacionarse con la actividad clinica de

los pacientes.
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Figura 21. Analisis de correlacion entre el indice de actividad clinica (DAS28) vy el
porcentaje relativo de las poblaciones PD-17/CD45*, PD-1*/CD45 en el grupo de
pacientes indigenas. A. Analisis de correlacion de poblacion PD-1*/CD45* (Rho= 0.123,
p=0.648). B. Andlisis de correlacion de poblacion PD-1*/CD45" (Rho= 0.265, p=0.321).Para
el andlisis se empled la prueba de Spearman (prueba no paramétrica) y el software Prism

v.8.4.2. A.
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10.  DISCUSION

10.1. Comparacion y diferencias clinicas entre pacientes urbanos e indigenas

Como se describio en la Justificacion, nuestro interés para realizar el presente estudio
fue, en primer nivel, generar informacion original sobre las caracteristicas celulares en
pacientes con AR indigenas, en comparacion con pacientes urbanos. Aunque se podria
relacionar estos Ultimos pacientes con el término "mestizo mexicano™, no se incluyeron
antecedentes de ancestria 0 marcadores genéticos que permitieran confirmar que se trata de
este grupo poblacional. Sin embargo, como otros estudios han mostrado [119], genéticamente
los mestizos mexicanos de por si es un grupo altamente heterogéneo, por lo que es dificil
considerarlo como referencia. En ese sentido, el reclutar pacientes de comunidades indigenas
de los Altos de Chiapas (tzotziles, tzeltales y chol, fundamentalmente el 90%), podria ser
considerado un grupo genético un poco mas homogéneo; aunque hasta la fecha no
encontramos ningun estudio genético de estas étnias. Por el otro lado, como varios estudios
previos han sugerido, la AR es una patologia altamente heterogénea dado que intervienen
elementos genéticos, ambientales y farmacoldgicos, todo lo cual puede alterar tanto la
historia de la enfermedad, asi como los factores celulares que subyacen a esta [120-123]. Sin
embargo, resulta siempre importante la busqueda de biomarcadores de la enfermedad para
orientar al reumatélogo sobre la evolucidn de la enfermedad, la eficacia del tratamiento
farmacoldgico o los posibles efectos adversos. En base a lo anterior y con apoyo de los dos
centros hospitalarios con clinicas para la atencion de pacientes con AR, es que pudimos
emprender el presente proyecto.

Como se describié previamente, aunque se pudo reclutar un nimero mayor de
pacientes, debido a factores técnicos solo pudimos evaluar de manera completa a 25 y 20
pacientes urbanos e indigenas, respectivamente. Por lo que los resultados pudieran
modificarse al incrementarse el nimero de muestras de pacientes analizadas. En todo caso,
al comparar el grupo de pacientes urbanos e indigenas estudiados pudimos observar
diferencias en el tiempo (afios) que tiene sintomas, titulos de FR, seropositividad para aCCP
y el nimero de articulaciones dolorosas. Para el caso del tiempo con sintomas (tiempo de
evolucion), los pacientes urbanos fue el grupo que tenia mayor tiempo con la enfermedad y,
también, con tratamiento "modificador de la enfermedad”. Condicion que puede participar
en los resultados celulares observados. Por su parte, los pacientes indigenas mostraron titulos

mayores para FR, mayor seropositividad para aCCP y mayor nimero de articulaciones
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dolorosas. A reserva del marcador FR, que parece no tener una asociacion con la actividad
clinica, las otras dos variables se han relacionado con mayor actividad clinica de la
enfermedad. En este sentido, muy recientemente, en un estudio comparativo se confirma que
la seropositividad para aCCP se asocia con mayor actividad clinica de los pacientes [124].
Por su parte, como se describio, el nimero de articulaciones dolorosas es uno de los factores
que se toman en cuenta para calcular el indice DAS28, por lo cual resulta un poco sorpresivo
que a pesar de que los pacientes indigenas mostraron mayores sintomas de dolor, eso no
impacto suficientemente para mostrar una diferencia en el DAS28. Sin embargo, al observar
la Figura 17 se puede observar que un subgrupo de paciente indigenas presentaron indices
altos de actividad, situacion que no se presentd con los pacientes urbanos. Eso nos recuerda
que una importante limitacion del presente estudio es el bajo nimero de pacientes por grupo
asi como también que, a pesar de que se sigue la misma guia en las evaluaciones
reumatologicas son diferentes especialistas.

De esa manera, en términos generales, a pesar de las diferencias arriba mencionadas,
los pacientes mostraron un promedio de actividad clinica similar, asi como el mismo esquema
de tratamiento "modificador de la enfermedad” (tratamiento combinado en base de

metrotexato + sulfazalacina o hidroxicloroquina y el 60-70% recibio prednisona).

10.2. Comparacion y diferencias fenotipicas en células sanguineas entre pacientes

urbanos e indigenas.

En base a los antecedentes de la literatura especializada, que se resumen en las tablas
11y 1V, los marcadores PD-1 y CCR6 parecen incrementarse en células de pacientes con
AR, tanto en células periféricas, en sinoviales, o en ambas. Asimismo parece que este
fenotipo es muy caracteristico porque se puede reproducir en modelos murinos, donde su
neutralizacion especifica (mediante anticuerpos) impacta claramente sobre el desarrollo de
la artritis. Es por eso que se eligieron en este estudio para ser evaluados como criterios de
variacion entre poblaciones mexicanas con el mismo tipo de enfermedad. Como se discuti6
en la seccion previa, en base a los criterios con lo que se cuenta y con un limitado nimero de
pacientes evaluados, pareceria que ambos grupos son similares en términos clinicos y, por lo
tanto, uno esperaria encontrar variaciones de esto marcadores asociadas al nivel de actividad
clinica. Sin embargo, los resultados sugieren que factores adn sin identificar, pueden

relacionar los niveles de PD-1 no con la actividad clinica, pero si al grupo étnico. Por su
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parte, los niveles de CCR6 en células linfociticas de sangre periférica parecen no tener
relacién ni con la actividad clinica ni con el grupo étnico.

En base a los antecedentes descritos en la Introduccion, la proteina PD-1 parece
funcionar como un receptor de inhibicion de la respuesta de activacion del TCR, en linfocitos
T, por lo cual se ha asociado y confirmado funcionalmente con la evasion de la respuesta
inmune por parte de células tumorales [60]. Por su parte, en el contexto autoinmune, se ha
sugerido que la alteracion de sus niveles podrian favorecer cambios en el mecanismo de
tolerancia inmunologica, en particular en pacientes con lupus eritematoso sistémico[58]. Sin
embargo, para el caso particular de AR no es tan claro su posible participacion [62]. Por un
lado, se sugiere que la expresion de PD-1 podria, en caso de interaccionar con su ligando
PDL-1 en la superficie de otra célula, inhibir la fosforilacion en las Tyr en los dominios
ITAM del complejo TCR y, por lo tanto, bloguear la activacion o llevar a la anergia celular
[125]. En base a los resultados del presente estudio, donde observamos que las células
linfociticas de los pacientes indigenas presentan niveles méas elevados de PD-1, supondria
que de tener interaccion con células que expresen PDL-1 deberian ocasionar la inhibicion de
la respuesta de activacion de los linfocitos T y, potencialmente, la disminucion de la respuesta
inflamatoria local y sistematica. En ese sentido, seria de gran interés es poder evaluar los
niveles de células PDL-1 en circulacion o a nivel sinovial. Por el otro lado, la induccion
farmacoldgica de la expresion de PDL-1 podria servir como alternativa terapéutica para este
caso concreto. En el caso de los pacientes urbanos, la situacién no parece favorecedora dado
que al presentar niveles bajos de PD-1, la induccion de la expresion de PDL-1 o su interaccion
con células PDL-1" potencialmente induciria un efecto parcial sobre la inhibicion de la
respuesta inflamatoria. En cierta manera, podria sugerirse en este preciso contexto que las
células linfociticas serian parcialmente refractarias a la inhibicion del TCR.

Con el fin de identificar los factores de expresion, inicialmente habria que evaluar
los niveles PD-1 en células linfociticas de donadores indigenas sanos o sin autoinmunidad,
porque potencialmente podria tratarse de elementos asociados genéticamente con la ancestria
y que en caso de los pacientes urbanos ese genotipo se ha perdido. Posteriormente, habria
que realizar un estudio epidemioldgico amplio para evaluar cuales son las condiciones
personales o ambientales que favorecen un alto nivel de expresion de PD-1 en linfocitos.

En el caso particular del receptor CCR6, como se menciono arriba, también varios
estudios sefialaron su asociacion con la infiltracion sinovial y la actividad clinica. En el
primer caso, se habia sugerido que los niveles de células CCR6+ se incrementaban a nivel

sinovial y disminuian a nivel periférico [74, 81, 126]. Sin embargo, en nuestro estudio, no
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observamos si un incremento o disminucion asociada con la actividad clinica de paciente. Si
bien es cierto que en la estandarizacién de CCR6 no se observan diferencias entre las células
estimuladas de las no estimuladas durante la tincidén con el anticuerpo, si se observan dos
poblaciones para el caso de las células no estimuladas, el cual tiende a desaparecer cuando
las células son estimuladas con PMA volviéndose una poblacién mas homaogenea, esto podria
deberse a que la poblacién de linfocitos presenta una sobre expresion de la molécula CCR6
y No nos permitio en este caso poder observar las pequefias diferencias entre la expresion de
CCR6 en linfocitos T y B. Asimismo, tampoco observamos diferencias estadisticas entre
ambos grupos de pacientes, suponiendo que su expresion tiene menos relacion con elementos
genéticos que el receptor PD-1. Sin embargo, como se habia descrito previamente, la
presencia de linfocitos CCR6 positivos en circulacion supondria un estado previo a la
infiltracion tisular, puesto que s6lo se requeriria la presencia de un gradiente del ligando
CCL20. Como se describio en la Metodologia, las células mononucleares de sangre
periféricas de donadores sanos mostraron niveles muy bajos de PD-1, pero no asi para CCR®,
pudiendo suponer que los niveles de CCR®6 en linfocitos de sangre periférica no se alteran de

manera significativa en los pacientes con AR.

10.3. Limitaciones del estudio

Quizéas la principal limitante del estudio fue la cantidad de muestras analizadas,
situacion que dependio de factores ajenos a nuestra voluntad, que van desde la visitas de los
pacientes indigenas, hasta su transportacion a tiempo, la cantidad suficiente de reactivos
(anticuerpos para fenotipificacion de las células) y la disponibilidad del tiempo para el
empleo de citémetro de flujo. En ese sentido, el bajo nGmero de muestras analizadas no sélo
limito la potencia estadistica, sino impidid que pudieramos hacer sub-analisis de los
pacientes.

Por otro lado, también hay que considerar que inicialmente se habia considerado
realizar este andlisis en conjunto con los marcadores CD3, CD4 y CD8, para poder identificar
las subpoblaciones de linfocitos T con alteraciones en los niveles de los marcadores celulares.
Sin embargo, en las Gltimas etapas de la estandarizacion nuestros lotes de anticuerpos
monoclonales derivados de hibridomas mostraron pobre desempefio, posiblemente por error
en el almacenamiento. Es por eso que en estas circunstancias, optamos por sélo referenciar
los niveles de PD-1 o0 CCR6 en base a los niveles de CD45.
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Tampoco se consideréd una comparacion entre los grupos de pacientes respecto al

esguema de tratamiento que siguen ambas poblaciones de estudio.

68



11. CONCLUSIONES

1. Las poblaciones celulares de linfocitos PD-1+/CD45+, PD-1+/CD45- fueron
significativamente mayores en los pacientes indigenas, en comparacion a los pacientes
urbanos.

2. Los niveles relativos de PD-1 en la superficie celular parece ser superior en los pacientes
indigenas, en comparacion con los pacientes urbanos.

3. Ni las poblaciones celulares de linfocitos CCR6/CD45, ni los niveles relativos de CCR6
en la superficie celular fue diferente en las muestras de ambos grupos de pacientes.

4. No se observé una relacion estadisticamente significativa entre la abundancia relativa de
las poblaciones de linfocitos PD-1+/CD45+, PD-1+/CD45- y la actividad clinica de los
pacientes.

5. Se requieren mas estudios para evaluar los factores que podrian influir en el cambio de los

niveles de PD-1 en la superficie de las células linfociticas de pacientes indigenas con AR.
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ANEXO A

CONSENTIMIENTO INFORMADO
' \‘ SERVICIO DE REUMATOLOGIA, HOSPITAL GENERAL DE
\Iﬁ'ulmﬂ CUERNAVACA, “DR. JOSE G. PARRES”
de rarmacia
NOmerode | ' ‘ ' ' ‘ |
Expediente

Fecha

Estimado(a) Sefor/Sefiora:

Introduccion/Objetivos: La Facultad de Farmacia de la UAEM, esta realizando un proyecto de investigacién el cual tiene como objetivo
evaluar la relacién entre los niveles de citocinas pro-inflamatorias y células sanguineas CD4*PD-1*, CD4*CCR6*con la actividad clinica de
pacientes con Artritis Reumatoide en poblacién indigena e identificar diferencias y similitudes con poblacién urbanizada, el cual nos
permitiria orientar a su reumatélogo sobre los mejores esquemas de tratamiento.

Procedimientos: Si Usted acepta participar en el estudio, ocurrira lo siguiente: dentro de la consulta con su reumatdlogo en el Hospital
Dr. José G. Parres, personal calificado procedera a extraer aproximadamente 10 mL de sangre, los cuales seran tomados en tres tubos.
Todo el procedimiento se realizara en condiciones asépticas y con material nuevo.

Beneficios: Usted no contara con un beneficio directamente, sin embargo, el anélisis de sus muestras aportaran un mayor entendimiento
y conocimiento acerca de las moléculas implicadas en el desarrollo de la enfermedad. Adicionalmente usted estara colaborando con la
Facultad de Farmacia de la UAEM en el estudio de los factores que estan asociados al desarrollo y gravedad de la Artritis Reumatoide.
Usted no recibira ningtin pago por participar en el estudio, y tampoco implicara algiin costo para usted.

Confidencialidad: Toda la informacién que Usted nos proporcione para el estudio seré de caracter estrictamente confidencial, sera
utilizada unicamente por el equipo de investigacién del proyecto y no estara disponible para ningun otro propésito. Usted quedara
identificado(a) con un nimero de folio y no con su nombre. Los resultados de este estudio seran publicados con fines cientificos, pero se
presentaran de tal manera que no podra ser identificado(a).

Riesgos Potenciales: Los riesgos potenciales que implican su participacion en este estudio son minimos. Si alguna de las preguntas le
hicieran sentir un poco incémodo(a), tiene el derecho de no responderla. No esta demas comentarle que durante la toma de muestras no
existe ninguin riesgo hacia su persona. Posterior a la toma de sangre puede quedar un pequefio moretén en la zona de puncion, el cual
se quitara en los préximos dias.

Participacion Voluntaria/Retiro: La participacion en este estudio es absolutamente voluntaria. Usted esta en plena libertad de negarse a
participar o de retirar su participacion del mismo en cualquier momento. Su decision de participar o de no participar no afectara de ninguna
manera su atencion en el Hospital.

Numeros a Contactar: Si usted tiene alguna pregunta, comentario o preocupacion con respecto al proyecto, por favor comuniquese con
el/la investigador/a) responsable del proyecto: Dr. José Luis Montiel Hernandez al siguiente nimero de teléfono (777) 3297000 ext: 3371
en un horario de lunes a viernes de 10:00 am a 18:00 pm.

Declaracion de consentimiento informado: Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien
me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas
han sido contestadas a mi satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato.

Acepto participar voluntariamente en esta investigacion.

Nombre y firma del participante Nombre y firma del testigo Nombre y firma del investigador
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