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RESUMEN

La Artritis Reumatoide es una enfermedad autoinmune e inflamatoria, que
incrementa significativamente la morbilidad y qué si no es tratada adecuadamente,
posiblemente ocasionara discapacidad y deterioro en la calidad de vida del paciente.
A pesar de que esta enfermedad se conoce desde hace muchos afos, debido a su
etiologia multifactorial, es muy dificil poder precisar el conjunto de elementos
necesarios para desencadenar el proceso autoinmune y/o su cronicidad. Por todo
ello es de gran importancia aportar nuevo conocimiento orientado en la elucidaciéon
de los mecanismos que pudieran intervenir en el desarrollo de esta enfermedad. Por
otro lado, estos ultimos afos, las moléculas producidas por el tejido adiposo,
conocidos como adipocitocinas, parecen jugar un papel muy importante, no soélo en
la regulacion del metabolismo energético del individuo, sino que también en influir
de manera significativa en el control de procesos patologicos inflamatorios. Dentro
de ellas, las moléculas de leptina, adiponectina (Acrp30) y resistina, son una clara
influencia en la regulacién inmunoldgica, sin embargo, no se ha caracterizado de
manera sistematica sus efectos comparativos sobre las células de sangre y, en
particular, linfocitos T CD4*. Asimismo, aunque se ha propuesto que los niveles
circulantes de las adipocitocinas podrian jugar un efecto sobre el desarrollo y estado
clinico de los pacientes con AR, no se conoce su asociacion con citocinas pro-
inflamatorias ni con la actividad clinica de pacientes mexicanos.

Objetivos: Caracterizar el efecto in vitro de las adipocitocinas sobre la
respuesta celular (proliferacion, activacion, induccion de citocinas, diferenciacion y
muerte celular) en células mononucleares de sangre periférica de donadores y
pacientes con Artritis Reumatoide, asi como evaluar la asociacion entre los niveles
circulantes de adipocitocinas y la actividad clinica de pacientes con AR.

Metodologia: Se emplearon pacientes con AR, de acuerdo con los criterios
ACR/EULAR, 2010, que asistieron al Hospital General de Cuernavaca y se
determind la actividad clinica (DAS28). También se emplearon muestras
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sanguineas de donadores del CETS-Morelos. Las células mononucleares (CMN)
derivadas de sangre periférica fueron aisladas por la técnica de Ficoll-Paque y el
aislamiento de células T CD4* se realiz0 con perlas magnéticas Los ensayos in vitro
fueron realizados con leptina y Acrp30 humanas recombinantes. El efecto
proliferativo y de activacion fueron evaluados por la técnica de MTT y la expresion
de los marcadores CD25 y CD69, se realizé por citometria de flujo. Los niveles de
IL-2 y TNFa en los sobrenadantes de cultivo, asi como los niveles de adipocitocinas
en plasma (leptina, Acrp30 y resistina), fueron evaluados por ELISA. La resistencia
a la apoptosis inducida por etopésido fue evaluada por Yoduro de Propidio. La
expresion de STAT3 y RORyT fue evaluada por la técnica de Western Blot. Se
empled estadistica analitica, empleando medias y desviacion estandar para la
descripcion. Para la comparacion entre grupos se empled la prueba de Mann-
Whitney y para el analisis de correlacion se empled la prueba de Spearman,
considerando una p<0.05 como significativa.

Resultados: Al evaluar la capacidad, por induccién de las adipocitocinas se
logr6é observar un efecto proliferativo tanto en las células de donadores como de
pacientes con ARy, en células derivadas del dltimo grupo de individuos, se pudo
observar una correlacion estadistica entre la actividad de la enfermedad y la
proliferacion inducida por leptina y Acrp30. Por otro lado, y de manera interesante,
las CMN derivadas de los pacientes mostraron una respuesta mayor al ser
incubadas con las adipocitocinas in vitro, ya sea en base a sus marcadores de
activacion (CD25, CD69, receptor de leptina, pSTAT3), asi como la secrecién de
citocinas proinflamatorias (IL-1f3, IL-2, IL-6 and TNF); en comparacién con las CMN
de los donadores. Adicionalmente, se observo que la secrecion de IL-2 inducida por
la incubacién de leptina con CMN de pacientes correlacioné significativamente con
la actividad clinica. Asi también en los ensayos de muerte celular, se observd que
la incubacion con leptina o Acrp30 parecen “rescatar de la apoptosis” inducida por
el tratamiento con etopodsido. Por otro lado, y apoyo a nuestra propuesta de la

existencia de una relacion funcional entre leptina y el fenotipo Th17, observamos en
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nuestro sistema in vitro que la incubacion por leptina indujo la expresion de RORyT
en un cultivo de linfocitos T CD4*, asi como incremento en la secrecion de las
citocinas IL-6 e IL-17 al medio de cultivo. En nuestras condiciones, este efecto fue
similar al efecto de inducir la diferenciacion hacia el fenotipo Th17 inducido mediante
un cocktail de citocinas y anticuerpos. Esto ultimo parece sugerir, que la leptina
podria jugar un papel multifuncional tanto en la activacion, sobrevida y
diferenciacion hacia el fenotipo Th1l7 de las CMN vy linfocitos T CD4* de los
pacientes con AR. Por otro lado, en un estudio de comparacion, que incluyé 121
pacientes con AR y 90 donadores, se observé que los niveles circulantes de leptina
y resistina fueron significativamente mayores en pacientes con AR de actividad
clinica alta, en comparacion de aquellos con baja actividad, asi como con los
donadores; relacibn que no fue observada para la adiponectina. Por su parte,
después de un analisis de correlacion se observé una asociacion entre los niveles
de leptina con la actividad clinica y los niveles de IL-1p. Mientras tanto, los niveles
de resistina se correlacionaron positivamente sélo con la actividad clinica. En un
aspecto muy diferente, los niveles de Acrp30 correlacionaron positivamente con los
niveles de TNF-a e IL-1B, pero no con la actividad clinica de los pacientes.
Finalmente, observamos una clara correlacion entre los niveles de IL-6 e IL-17, y de
ellos con la actividad clinica. Ajusta resaltar que las asociaciones observadas fueron
independientes del indice de masa corporal o estado de obesidad de los pacientes
reclutados en el estudio.

Conclusiones: Las CMN vy linfocitos CD4* derivadas de sangre periférica de
pacientes con AR fueron significativamente mas sensibles a la incubacion con las
adipocitocinas leptina y Acrp30. Asimismo, la respuesta a estas adipocitocinas
parece correlacionar positivamente con la actividad clinica de los pacientes. Por otro
lado, la leptina podria jugar un papel relevante para favorecer el fenotipo Th17 en
linfocitos T. Finalmente, en un estudio transversal pudimos confirmar que los niveles
circulantes de las adipocitocinas fueron mayores en los pacientes, en comparacion

con los donadores y que las concentraciones se correlacionaron positivamente con
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la actividad clinica de los pacientes. Todo esto parece sugerir que los altos niveles
de las adipocitocinas en la sangre de los pacientes con AR juegan un papel
importante para explicar la alta reactividad celular, alta respuesta inflamatoria,

sobrevivencia e incluso diferenciacion de linfocitos T hacia el fenotipo Th17.



ABSTRACT

Rheumatoid Arthritis is an autoimmune and inflammatory disease that significantly
increases the risk of dying and, if it is not treated properly, leads to disability and
deterioration in the patient’s quality of life. Although this disease has been known for
many years, due to its multifactorial etiology, it is very difficult to be able to specify
the set of elements necessary to trigger the autoimmune process and/or its
chronicity. Therefore, it is of great importance to provide new knowledge oriented to
the elucidation of the mechanisms that could intervene in the development of this
disease. On the other hand, in recent years, molecules derived from adipose tissue
known as adipocytokines, seem to play a very important role not only in regulating
the energy metabolism of the individual, but also significantly influence the control of
pathological inflammatory processes. Among them, leptin, adiponectin (Acrp30) and
resistin are molecules with a clear influence on immunological regulation; however,
their comparative effects on blood cells and, in particular CD4 + T lymphocytes, have
not been systematically characterized. Likewise, although it has been proposed that
circulating levels of adipocytokines could play an effect on the development and
clinical status of patients with RA, their association with pro-inflammatory cytokines
and the clinical activity of Mexican patients is not known.

Objectives: To characterize the in vitro effect of adipocytokines on the cellular
response (proliferation, activation, induction of cytokines, differentiation and cell
death) in peripheral blood mononuclear cells of healthy donors and patients with
Rheumatoid Arthritis as well as to evaluate the association between levels circulating
adipocytokines and the clinical activity of patients with RA.

Methodology: Samples from patients with RA according to the ACR / EULAR
2010criteria who attended the Hospital General de Cuernavaca were included andO
their clinical activity (DAS28) was determined. Blood samples from donors of the
CETS-Morelos were also included. The mononuclear cells (CMN) derived from

peripheral blood were isolated by the Ficoll-Paque technique and the isolation of
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CD4 + T cells was performed with magnetic beads. The in vitro tests were performed
with recombinant human leptin and Acrp30. Proliferative and activation effect were
evaluated by the MTT technique and the expression of the markers CD25 and CD69,
was performed by flow cytometry. The levels of IL-2 and TNFa in the culture
supernatants, as well as the levels of adipocytokines in plasma (leptin, Acrp30 and
resistin), were evaluated by ELISA. The resistance to apoptosis induced by
etoposide was evaluated by YoPro / propidium iodide. The expression of STAT3 and
RORyT was evaluated by the Western Blot technique. Analytical statistics were used,
using means and standard deviation for the description. For comparisons between
groups, the Mann-Whitney test was used and for the correlation analysis the
Spearman test was used, considering p <0.05 as significant.

Results: When evaluating the capacity, by induction through adipocytokines, a
proliferative effect could be observed both in the donor cells and in patients with RA
and in cells derived from the latter group of individuals a statistical correlation could
be observed between the activity of the disease and the proliferation induced by
leptin and Acrp30. On the other hand and interestingly, CMNs derived from patients
showed a greater response when incubated with adipocytokines in vitro, either
based on their activation markers (CD25, CD69, leptin receptor, pSTAT3), as well
as on the secretion of proinflammatory cytokines (IL-18, IL-2, IL-6 and TNF)
compared to the MNCs of the donors. Additionally, it was observed that IL-2
secretion induced by the incubation of leptin with CMN from patients correlated
significantly with clinical activity. Also, in cell death assays, it was observed that
incubation with leptin or Acrp30 seem to "rescue from apoptosis” induced by
treatment with etoposide. On the other hand, and in support of our proposal of the
existence of a functional relationship between leptin and the Th17 phenotype, we
observed in our in vitro system that incubation with leptin induced the expression of
RORyT in a culture of CD4 + T lymphocytes, as well as an increase in the secretion
of IL-6 and IL-17 to the culture medium. In our conditions, this effect was similar to

the effect of inducing differentiation towards the Th1l7 phenotype induced by a
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cocktail of cytokines and antibodies. The latter seems to suggest that leptin could
play a multifunctional role in both the activation, survival and differentiation towards
a Th17 phenotype on CMN and lymphocytes.
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1 INTRODUCCION
1.1ARTRITIS REUMATOIDE

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune, cronico-degenerativa,
sistémica e inflamatoria, con una prevalencia a nivel mundial del 1% y que puede progresar
hacia la discapacidad en una proporcion considerable de los casos, sobre todo cuando el
paciente no recibe un tratamiento modificador de la enfermedad (Mclnnes and Schett 2011,
Smolen et al. 2016).

La AR es una artropatia inflamatoria muy comun, siendo mas frecuente en mujeres que
en hombres; en una relacién 3:1, aunque esta relacion puede ser mucho mayor. En nuestro
pais la edad promedio de presentacion oscila entre los 35 y 50 afios, poblacién que se considera
econdmicamente activa. (Myasoedova, 2010).

A nivel clinico, la AR se caracteriza por la hiperproliferacion sinovial que conduce a un
cuadro clinico caracterizado por artritis de articulaciones periféricas, dolor y pérdida de la
funcion. La inflamacion crénica en AR conlleva a la erosién del cartilago y dafio al hueso
subyacente, que ocurre secundariamente a la proliferacion sinovial, con la consecuente
deformidad progresiva de las articulaciones y la reduccion de la movilidad articular; lo cual
genera distintos grados de incapacidad funcional y morbilidad.

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, disminucion
significativa en el estado funcional y el incremento en la morbilidad y mortalidad del paciente.
Asimismo, cada vez es mas aceptado considerar que la AR es un proceso patolégico muy
heterogéneo, donde no solo participan las caracteristicas propias del paciente y el tratamiento
farmacoldgico, sino que puede reflejar la contribucion de los diferentes factores etiologicos.

1.1.1 Etiologia

La etiologia de la AR, por definicion, es desconocida, pero existe amplia evidencia

de que su desarrollo es resultado de la interaccion de diferentes factores tanto genéticos,
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medioambientales e inmunologicos. Presumiblemente, una de las causas por la cual es mas
frecuente en mujeres que en hombres podria deberse al efecto que tienen algunas hormonas
(como los estrogenos) sobre el sistema inmunolégico (Smolen et al. 2016). Adicionalmente,
algunos estudios han descrito que pacientes con AR durante el embarazo, han tenido una
mejora en la sintomatologia de la enfermedad, por lo que se considera que la participacion de
las hormonas sexuales puede ser un factor crucial en la evolucion de la misma (Soory, 2002).

La influencia genética ha sido ampliamente descrita en esta patologia, sin embargo, este
factor también es muy variable, llevando a considerar como factores de riesgo a alteraciones
en mas de 100 genes para el desarrollo de la AR (Okada, 2014).

Por otro lado, quizéas, los factores de riesgo genéticos mejores caracterizado son las
variantes genéticas asociadas al complejo mayor de histocompatibilidad. (MHC) las que
representan la mayor relacion de heredabilidad genética de AR. (>60%) (Okada, 2014, Lenz,
2015)

La region 6p21.3 en el cromosoma 6, se caracteriza por ser una secuencia extremadamente
densa y diversa. Contiene mas de 252 genes funcionales que codifican moléculas tales como
HLAs, factores del complemento, citocinas y otras proteinas involucradas en el procesamiento

de antigenos.

La fuerte asociacion con la AR en la region MHC se explicé inicialmente por la hipétesis
de "epitopo compartido" que sugiere que hay un incremento en el riesgo a desarrollar AR con
los alelos HLA-DRB1 en secuencias consenso de aminoacidos (QRRAA, RRRAAy QKRAA) de
las posiciones 70 a 74, correspondiente a la tercera region hipervariable. de la cadena HLA-
DRB1. (Gregersen. 1987). Esto ha sugerido que ciertas secuencias, localizadas en el surco de
la molécula del MHC II, son mas permisibles para presentar antigenos del propio hospedero,
sobre todo relacionadas con las proteinas modificadas por citrulinacion, llevando en la
generacion de una respuesta autoinmune de memoria. De esa manera, los alelos del
epitopo compartido HLADRB1 (incluidos *04: 01, * 04:04, * 04:05, * 04:08, * 10:01, *01:.01 y *
01:02) se asocian estadisticamente con un aumento susceptibilidad a la AR. Ademas, se ha

establecido que el alelo del epitopo no compartido HLADRB1 * 09:01, con la secuencia de



aminoacidos RRRAE en las posiciones 70 a 74, como un alelo de riesgo de AR en poblaciones

africanas y asiaticas. (Reynolds, 2014, Shimane, 2013) (Figura 1).

a HLA-DR \ b HLA-B

o chain

¢ HLA-DP d HLA-A

a chain

Nature Reviews | Rheumatology

Figura 1. Ubicacion de variantes HLA asociadas a riesgo de desarrollo de AR y proteinas anticuerpo
citrulinado. En el complejo principal de histocompatibilidad (MHC) se han identificado las posiciones de a)
HLA-DRB1 11 (0 13), 71 (0 57) y 74; b) HLA-B aa posicion 9; c: HLA-DPf1 aa posicion 9 del aminoacido y c)
HLA-A aa posicidn 77 para ser asociado con proteinas anticuerpo citrulinado y autoanticuerpos AR positivo.
Kim K, Bang SY, Lee HS, Bae SC. Update on the genetic architecture of rheumatoid arthritis. Nat Rev Rheumatol.
2017 Jan;13(1):13-24.

Ademas de los genes de susceptibilidad en el HLA, también se han encontrado
asociacion con el desarrollo de la AR de diversos polimorfismos de moléculas relacionadas con

el control del sistema inmune, entre estas se encuentran: las fosfatasas de tirosina PTPN22 y
3



PTPNG, que se encargan de la activacion de motivos de tirosina mediados por el Receptor de
Linfocitos T (TCR, por sus siglas en inglés) y el antagonista de NF-kB conocido como TNFAIPS;
entre otros (Morgan A et al. (2009); Elsby L et al. (2010); Alrayes H et al (2011); Qidwai T and
Khan F. (2011)). (Figura 2)
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Figura 2. Vias de sefalizacion relacionadas con la presentacion de antigenos y regiones de susceptibilidad
al desarrollo de AR. 35 locus que son factores de riesgo para AR. Los productos del gen (rojo) se asignan a vias
de sefializacion simplificadas en células T y APCs. Se muestran los productos genicos de vias de sefializacion en
células T y APC, y su interaccion. Kim K, Bang SY, Lee HS, Bae SC. Update on the genetic architecture of
rheumatoid arthritis. Nat Rev Rheumatol. 2017 Jan;13(1):13-24
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Uno de los polimorfismos asociados con esta enfermedad es el gen que codifica para la
citocina TNF, la cual tiene acciones pro-inflamatorias y es empleada de manera frecuentemente
para amplificar la respuesta contra diferentes agentes infecciosos; aunque puede ser secretada
por diferentes tipos celulares. En estudios recientes, se han observado niveles altos de esta
citocina en pacientes portadores del polimorfismo rs1800629 (Li, 2014). Dada la fuerte
asociacion que existe entre la fisiopatologia y el TNF, esta citocina se seleccion6 como un
blanco terapéutico en la progresion sintomética y la gravedad de la enfermedad, a partir de lo
cual se han desarrollado varios medicamentos biotecnoldgicos especificos, de gran eficacia y
adecuada seguridad para los pacientes (Bongartz, T. 2006). Otros polimorfismos relevantes que
no se encuentran asociados a HLA son: IL23R, TRAF1, CTLA4, IRF5, STAT4, CCR6, PADI4
(Kim et al. 2017). Debido a que los factores genéticos sélo permiten tener una explicacion parcial
del desarrollo de la AR, se ha sugerido la participacion de otros factores, tales como los
ambientales, entre los que se pueden destacar: la exposicion de irritantes cronicos como los
componentes del tabaco, silices, asbestos, entre otros (Ruiz-Esquide V y Sanmarti R., 2012).
Entre estos, la exposiciéon al humo del tabaco se ha relacionado fuertemente con esta
enfermedad, ya que induce un proceso inflamatorio pulmonar, caracterizado por la activacion
de macroéfagos y neutrofilos, los cuales son capaces de secretar citocinas tales como IL-6, MIF,
TNF, IL-2, GM-CSF, permitiendo amplificar la respuesta inflamatoria local y estimulando la
activacion de la inmunidad tanto humoral como celular (Mclnnes L and Schett, 1. 2007).
Adicionalmente, la exposicion al humo de tabaco estimula la expresion y activacion enziméatica
de la proteina PAD4, lo cual ocasionaria un incremento en la citrulinacién (desaminacion de
residuos de arginina) de proteinas séricas o de matriz extracelular presentes en el pulmon
(Rojas-Serrano J et al, 2011; Lundstrom E et al., 2009; Makrygiannakis D et al., 2008). Se ha
sugerido que las proteinas citrulinadas podrian ser endocitadas y procesadas por las células
presentadoras de antigeno (APC; por sus siglas en inglés), para ser presentados en el contexto
del HLA de tipo Il a las poblaciones de linfocitos T y B auto reactivas; todo lo cual llevaria a la
generacion de una respuesta inmune especifica en contra de antigenos citrulinados y, por tanto,
favoreciendo una respuesta autoinmune. En este sentido, la presencia de anticuerpos anti-

péptidos citrulinados ciclicos (aCCP), como marcador caracteristico de los pacientes con AR,
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constituye una evidencia de la importancia de la actividad enzimatica de la PAD4 en este
proceso autoinmune. Asi mismo, los niveles de aCCP constituyen uno de los biomarcadores
mas especificos y tempranos para el diagnéstico de la AR (Chirivi R, Jenniskens G and Raats
J., 2013; Kolfenbach J. 2010; Kinloch A et al. 2008; Hinks A et al., 2005).

Otros factores ambientales relacionados con la AR incluyen infecciones ocasionadas por
virus y bacterias a los cuales el individuo se encuentra expuesto. Tanto es el caso, que se ha
propuesto un mecanismo hipotético (mimetismo molecular), en la cual se destacan
microorganismos como micobacterias, mycoplasma, virus del Epstein-Barr, parvovirus B19,
rubeola y retrovirus, los cuales tendrian la capacidad de causar mimetismo, esto significa, que
estos microorganismos tienen proteinas que son parecidas a algunas que existen en nuestro
organismo y cuando el individuo se expone a estas bacterias o virus, su memoria inmunolégica
podria provocar errores con sus propias proteinas, por ejemplo proteinas de la matriz
extracelular del espacio sinovial con aquellas presentes en los microorganismo infecciosos y se
originara una respuesta autoinmune (Bellucci et al. 2016, Klareskog et al. 2006).

Adicionalmente, en las Ultimas décadas se han evidenciado que las infecciones
periodontales podrian considerarse como factor preponderante en el desarrollo de AR. Un
reciente estudio en “microbioma oral® de pacientes con AR, identific6 que A.
actinomycetemcomitans es capaz de hipercitrulinar proteinas a través de la leucotoxina (Itxa),
mecanismo mediado en neutrdfilos, ofreciendo asi evidencias de la denominada “teoria de los
gérmenes” la cual sugiere que los patdégenos orales pueden desencadenar la produccién de
autoanticuerpos especificos de la enfermedad en individuos susceptibles (Konig et al 2016).Asi
también se pueden mencionar las ocasionadas por Porphyromona gingivalis, o Tannerella
forsythia, estas favorecen la citrulinaciéon o carbamilacion de proteinas, favoreciendo asi una
interaccion importante que condiciona la inflamacion articular caracteristica de la enfermedad.
(Hernandez-Aguas J, et al. 2017, Martinez-Rivera, J.1. et al. 2017).



1.1.2 Fisiopatologia

Como se observa en la Figura 3, el desarrollo de la AR sigue una serie de etapas antes
de la presentacién de manifestaciones clinicas en el paciente. En un principio, se sugiere que
ocurre una serie de alteraciones en la respuesta inmune que llevan a la generacion de una
respuesta autoinmune (Etapa Pre-articular), caracterizada por la generacion de auto-
anticuerpos o seleccién de células auto-reactivas, pero que es asintomatica y se ha sugerido
gue puede variar entre 1 y 10 afos. Posteriormente, se asume que el desarrollo de la AR
continua con una fase transitoria, caracterizada por el desencadenamiento de un proceso
inflamatorio, ya sea local o sistémico, que favorece la activacion de la respuesta autoinmune
que hasta el momento se ha mantenido “silente”. En esta etapa, tienen un papel activo los
factores ambientales e inmunolégicos para poder desencadenar las manifestaciones clinicas
de la enfermedad. A continuacion, de no modificarse tempranamente el curso de la enfermedad,
el paciente desarrollaria los sintomas inflamatorios, estructurales e incapacitantes
caracteristicos de la enfermedad (Fase Articular).

La membrana sinovial es un tejido vascularizado que recubre la parte interna de las
articulaciones, manteniendo una presién negativa y asegurando la sintesis de fluidos lubricantes
en el espacio articular. Las capas externas de la capsula articular estan recubiertas por una
coleccion densa de fibras de colageno. Asimismo, en el espacio articular, se localizan algunas
células adiposas vy, finalmente, recubriendo el interior del espacio articular, se localiza la
membrana sinovial (Figura 4). Esta membrana esta constituida por dos tipos celulares
caracteristicos: los sinoviocitos de tipo A y de tipo B, siendo las células del primer tipo las que
presentan funciones fagociticas, ademas de interactuar con las células presentadoras de
antigenos (Choy H.S. Ernest and Panay Gabriel, 2001). Los sinoviocitos de tipo B presentan
morfologia fibroblastica y son los principales productores del &cido hialurénico, el principal
componente del liquido sinovial, y del intercambio de liquidos entre la sangre y la membrana

sinovial.
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Dentro del aspecto fisiopatolégico (Figura 3), durante las fases iniciales de la
enfermedad, se aprecia una hiperplasia de la membrana sinovial que compromete la capa de
revestimiento conectivo generando una sefial de dafio, que eventualmente producira un
infiltrado celular inflamatorio (Visser, 2005).

Posteriormente y, como consecuencia de la infiltracion de células activadas, se
incrementard la hiperplasia (generacion de tejido conocido como Pannus) y la angiogénesis. A
continuacion, se iniciara la destruccién de cartilago y hueso, eventos que estan mediados por
dos componentes: las metaloproteasas de matriz y los osteoclastos, respectivamente.

Asimismo, es caracteristico de la inflamacion articular, el ambiente hipdxico, la estimulacion de



la muerte celular y la angiogénesis, los cuales favorecen la infiltracion de células inmune
efectoras (Choy H.S. Ernest and Panay Gabriel, 2001).
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Figura 4. Procesos inmunolégicos adaptativos e innatos dentro de la articulacién afectada por artritis
reumatoide. Las interacciones dependientes de la coestimulacién entre células dendriticas, células T y células B
se muestran como ocurriendo principalmente en el nodo linfatico; esto genera una respuesta autoinmune a
proteinas que contienen citrulina. En la membrana sinovial y médula 6sea adyacente, las sefiales de la respuesta
inmune adaptativa e innata se integran para promover la remodelacion y el dafio de los tejidos. Esta
retroalimentacion positiva mediada por las interacciones mostradas entre los leucocitos, fibroblastos sinoviales,
condrocitos y los osteoclastos, junto con moléculas producidas por el dafo, conducen la fase crénica en la
patogénesis de AR. ADAMTS: denota una desintegrina y metaloproteasa con dominios similares a
trombospondina-1; DAMP parones moleculares asociados a dafo; Dkk-1 dickkopf-1; FCR Fc reseptor; FceRI
receptor de IgE de alta afinidad; FGF factor de crecimiento de fibroblastos; GM-CSF factor estimulante de colonias
granulocito-macréfago; HA hialuronano; HSP proteina de choque térmico; IFN-a/f interferon-a/3; MMP
metaloproteinasa de matriz; NLR: Dominio de oligomerizacion uniéon a nucleétidos; PAMP patrén molecular
asociado a patdgeno; PAR2 proteasa activada por receptor; PDGF factor de crecimiento derivado de plaquetas;
RANKL receptor activado por el ligando del factor nuclear kB; TGF-f factor de crecimiento transformante (3; ThO
células T helper tipo 0; Thl células T helper tipo 1; Th17 células T helper tipo 17; TLR , receptor tipo toll; TNF-a
factor de necrosis tumoral y VEGF factor de crecimiento endotelial vascular lain B. Mclnnes, F.R.C.P., Ph.D., and
Georg Schett, M.D. The Pathogenesis of Rheumatoid Arthritis, N Engl J Med 2011;365:2205-19, 2011



Todas las fases de la fisiopatologia son reguladas por la comunicacion entre células de
la membrana sinovial y los diferentes tipos de células infiltradas, como se puede observar en la
Figura 4. Asi se ha propuesto a la fase inicial o autoinmune como esencial para el
desencadenamiento de la AR, donde las células presentadoras de antigeno captan antigenos
propios que son presentados en el contexto del MHC-II a los linfocitos T CD4*. En este punto
se propone que los mecanismos de mimetismo molecular con “antigenos extrafios” y la
citrulinacion de proteinas pudieran desencadenar la produccién de autoanticuerpos por
activacion de las células plasmaticas (linfocitos B en la Figura 4), lo que permitiria la formacion
de inmunocomplejos a nivel sinovial ya que es una fuente importante de antigenos. Por su parte,
la respuesta autoinmune es mediada por células “autorreactivas” cuando son linfocitos T
citotoxicos (CD8) quienes son activados y seleccionados para reconocer los antigenos
presentes en la articulaciéon (Rommel C. Campos. 2007).

Se sugiere que la presencia de complejos antigeno-anticuerpos en el espacio sinovial
lleva a la generacion de factores quimiotacticos, los cuales favorecen la infiltracion y la
activacion de células del sistema inmune innato tales como macrofagos, neutréfilos y monocitos.
Posteriormente, y dependiente de diferentes eventos de activacion celular, se estimula la
formacion de nuevos vasos sanguineos, la hiperproliferacion celular y la activacion de
metaloproteasas y osteoclastos. Finalmente, la destruccion selectiva de las estructuras
sinoviales (matrix extracelular, cartilago y hueso) es consecuencia de la expresion de
metaloproteasas de matriz (MMP) derivadas de los sinoviocitos tipo fibroblasto, asi como por
efectos de la activacion de los osteoclastos, responsables de la destruccion ésea (Rommel C,
Camps M and Ji H., 2007).

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 I.
De esa manera, las citocinas son proteinas de bajo peso molecular que tienen receptores en
varios tipos celulares del sistema inmune e incluso en células que no son del sistema inmune.

El reconocimiento de la citocina por su receptor va a ocasionar la activacion de ciertas funciones
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en la célula blanco, tales como proliferacion, diferenciacion y secrecion de otras moléculas

inflamatorias (prostaglandinas, INOs, MMPs, fosfolipasas, etc.). En su conjunto estas moléculas

permitirdn establecer el microambiente inflamatorio propicio no sélo para atraer nuevas células

sanguineas hacia el espacio sinovial, sino que ocasionaran su activacion y proliferacion
(Mclnnes L and Schett, 1., 2007).

Con el objetivo de dar una vision general sobre la participacion de las citocinas sobre el

desarrollo de la AR, la Tabla | ofrece una relacion de las principales moléculas involucradas con

esta enfermedad.

Tabla 1. Principales Citocinas implicadas durante la AR.

CITOCINA EXPRESION EN LA FUNCION POTENCIAL EN LA PATOGENESIS
ARTICULACION

IL-10. y/o IL- | Monocitos, células B, | T Citocinas de fibroblastos sinoviales, quimiocinas, MMP, iNOS y liberacién de

1B fibroblastos  sinoviales, | PG; Tcitocinas monociticas, activacion de osteoclastos; ¥sintesis GAG, TiNOS,
condrocitos MMP y agrecanasa;

expresion de la molécula de adhesion endotelial

IL-18 Monocitos, PMNs, Células | Diferenciacion de células T (células Thl con IL-12; células Th2 con IL-4);
dendriticas (CDs), | activacion de células NK, liberacion de citocinas, {sintesis de GAG de
plaquetas, células | condrocitos, expresion de iNOS, liberacion de citocinas por monocitos y la
endoteliales expresién de la molécula de adhesidn, activacion de PMN liberacion de citocinas

y migracion.

TNF-a Monocitos, células T y B, | T Activacién de monocitos, liberacién de citocinas y PG; Tpriming PMN,
células NK, PMNs, células | apoptosis y estallido oxidativo; apoptosis de células T, regulacion clonal y
cebadas, fibroblastos | disfuncién del TCR; Texpresion de la molécula de adhesién endotelial, liberacién
sinoviales y osteoblastos | de citocinas; 4 proliferacion de fibroblastos sinoviales y sintesis de colageno,

TMMP v liberacién de citocinas; T liberacion de &cidos grasos desde adipocitos,
efectos endocrinos.

LTay/o Células T, monocitos | Desarrollo de 6rgano linfoide periférico; tiene bioactividades similares a TNF.

LTp fibroblastos sinoviales.

RANKL Células  del  estroma, | Estimula la reabsorcion en el hueso por la via de la maduracion y activacion de
osteoblastos, células T. osteoclastos; modulacion de las interacciones entre células T y CD

BAFF Monacitos, células T, CDs | Proliferacion de células B, secrecion de anticuerpos, cambio de isotipo y

sobrevivencia; co-estimulacion de células.

APRIL Monocitos, células T Proliferacion de células B

IL-172 Células Th17, fibroblastos | T(citocinas de fibroblastos sinoviales y liberacion de MMP; osteoclasgénesis;
sinoviales hematopoyesis; { sintesis de GAG por condrocitos; Tproduccién de citocinas

por leucocitos

IL-12 Macrofagos, CDs Maduracidn y proliferacion de células Thi; citotoxicidad de células T y NK;

activacion de células B.
IL-23 Macroéfagos, CDs Proliferacion de células Th17
IL-7 Fibroblastos sinoviales Expansién y sobrevivencia de células T; activacién de macréfagos; regulacion

monocitos?

hematopoyética; regulacion timica; maduracién de células NK.
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IL-15 Monocitos, células B, | Quimiocinesis de células, activacién y mantenimiento de memoria;
células cebadas, | diferenciacion de células B y cambio de isotipo; activacion de células NK y
fibroblastos sinoviales, | citotoxicidad, activacion de fibroblastos sinoviales; activacidn/supresion
PMNs y CDs macro6fago (dosis dependiente); activacion de PMN expresion de la molécula de
adhesion y estallido oxidativo.
L-10 Monocitos, células Ty B, | TLiberacion de citocinas del macréfago, iNOS y expresion del receptor soluble,
CDs, células epiteliales JROI; liberacién de citocinas de las células T;
{ expresién MHC, induccién de anergia, maduracion y funcién efectora (?) de
células TReg; Vactivacion y liberacion de citocinas en CD; 4 liberacion de
colageno y MMP en fibroblastos sinoviales; Tcambio de isotipo en células B
IL-6 Monocitos, fibroblastos Proliferacidn y produccion de anticuerpos de célulasB; hematopoyesis y

sinoviales, célulasBy T

trombopoyesis; proliferacién diferenciacion y citotoxicidad de células T;
Trespuesta hepética de fase aguda; Tefectos neuroendocrinos

Oncostatina
M

Monocitos y células T
activadas

Diferenciacion del megacariocito; Tliberacion de TIMP y citocinas en
fibroblastos sinoviales, Treactivos en fase aguda,

T inhibidores de proteasas;  liberacion de TNF en monocitos, ¥ funcion
efectora de IL-1; T efectos neuroendocrinos y liberacion de corticosteroides;
modulacion de osteoclastos (?)

TGFB Fibroblastos sinoviales, Reparacidn de heridas, mantenimiento de la matriz y fibrosis; proliferacion de
monocitos, células T, células TH17 y TReg; { proliferacion y funcion efectora de células NK;
plaquetas activacion inicial y posterior supresion de la respuesta inflamatoria;

Tquimioatrayente de leucocitos en fase temprana, expresion de gelatinasa e
integrina; activacion temprana y supresion posterior de macréfagos; Lexpresion
iNOS

FamiliaBMP | Células epiteliales, Regula la quimiotaxis, mitosis y los procesos de diferenciacion durante la

(BMP2— fibroblastos sinoviales, condrogénesis y osteogénesis; morfogénesis del tejido

BMP15) tejidos mesenquimales
embridnicos

PDGF Plaquetas, macréfagos, Factor de crecimiento paracrino y/o autocrino para varias lineas; reparacion
células endoteliales,

Fibroblastos sinoviales

Familia FGF Fibroblastos sinoviales, Crecimiento y diferenciacién del mesenquima, epitelio y células
Monocitos neuroectodérmicas

VEGF Monocitos, células Angiogénesis
endoteliales, fibroblastos
Sinoviales

IL-32 Células epiteliales, Liberacion de citocinas, PG y MMP de macréfagos
monocitos, fibroblastos
sinoviales

MIF Macrofagos, células T TFagocitosis del macréfago, liberacion de citocinas y NO; activacion de células
activadas, fibroblastos T, DTH; proliferacién de fibroblastos,
sinoviales Expresion de COX, expresion de PLA? y actividad oxidoreductasa

IFNs Amplia expression efectos inmunomoduladores; Texpresién MHC; activacion de macréfagos;

Tipo | activacion, diferenciacion, sobrevivencia (antiproliferativo) y alteraciones del

citoesqueleto de linfocitos (antiproliferativo)

Se reconoce que las manifestaciones clinicas de la AR coinciden con la activacion e

infiltracion de los leucocitos hacia el liquido sinovial. Entre estos, los linfocitos reclutados en el
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liquido sinovial producen citocinas que amplifican la respuesta inflamatoria, al tiempo de
estimular el reclutamiento de otras células inmunoldégicamente activas hacia la articulacion,
activando las células residentes y, favoreciendo la produccion del liquido sinovial (Mcinnes L
and Schett, I. 2011). En los procesos inflamatorios agudos, la migracioén leucocitaria se inicia
con la expresion de moléculas de adhesion (L-selectina, ICAM-1) sobre la superficie de los
linfocitos. Esta adhesion es débil y permite que las células “rueden” sobre la superficie de las
células endoteliales de los vasos sanguineos. La expresion de nuevas proteinas de adhesion
permite una unién mas firme y estable. A continuacion, los leucocitos se deforman y migran
entre las uniones de las células endoteliales (diapédesis), para posteriormente alcanzar los
tejidos o, en este caso, la membrana sinovial (ver Figura 5). Después de su llegada al tejido
sinovial, estas células pueden interactuar con los sinoviocitos de tipo A (macréfagos),
induciendo su activacion y proliferacion. Como consecuencia de esta interaccion, se activan las
células T y se estimula la produccion de citocinas pro-inflamatorias. Las citocinas, a su vez,
contribuyen a la extravasacion de los leucocitos, al alterar la expresion de las moléculas de
adhesion. Numerosas citocinas regulan la adhesion celular, incluyendo la interleucina-13 y el
factor de necrosis tumoral (TNF-a), dos citocinas abundantes en pacientes con AR (Mclnnes L
and Schett, I. 2007).

Por su parte, las células T CD4*, dependiendo del microambiente de citocinas van a
diferenciarse en fenotipos especificos, siendo los mas reconocidos: a) los linfocitos T
colaboradores tipo 1 (Thl), que se caracterizan por producir una serie de citocinas pro-
inflamatorias, tales como IL-2, interferon gama y TNF-a, que median las respuestas celulares;
mientras que b) los linfocitos Th2, producen citocinas (IL-4, IL-6, IL-10) y vinculadas con la
diferenciacion y activacion de los linfocitos B (inmunidad humoral), c) los linfocitos Th17, que
requieren de TGF- e IL-6 para su diferenciacion y que se caracterizan por la produccion de II-
17y, d) los Treg (CD4*/CD25*/FoxP3*). En la fase temprana de la AR, se observa una clasica
respuesta de tipo Thl; sin embargo, en una fase crénica, concurren mecanismos tanto
humorales como celulares (Cooles & Isaacs, 2011).

Durante la inflamacion, el endotelio emite sefiales que estimula la migracién de los

leucocitos. En la circulacion normal, los leucocitos circulan suspendidos en el plasma sanguineo
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en un flujo sin contacto directo con la superficie endotelial de los vasos. Sin embargo, cuando
ocurre un dafo en los tejidos, se liberan diversos mensajes quimicos, entre las cuales las
citocinas pro-inflamatorias (IL-1B y TNF-a) favorecen la generacién de modificaciones en las
propiedades adhesivas de la célula endotelial, lo cual permite la migracion de los leucocitos al
sitio de la lesion. La dilatacion local de las vénulas induce la marginacion de los leucocitos que
se desplazan arrastrados por la circulacién “rodando” sobre el endotelio. Este proceso, que
suele denominarse “rolling”, es favorecido por la presencia de las proteinas de adhesion que
conduce a una cascada de adhesion de muchos pasos (Janeway C, Travers P, Walport M,
Shlomchik M. 2005). (Ver Figura 5)

Rolling adhesion| Tight binding Diapedesis Migration

CXCL8R
(IL-8 receptor)

O

chemokine
CXCLS8 (IL-8)

Figure 2-44 part3 of 3 | biols 6/e.(© land Science 2005)

Figura 5. Extravasacion de leucocitos hacia el foco de inflamacién. La extravasacién de leucocitos consiste
en una serie de pasos altamente regulados: primero, debe reconocer el endotelio inflamado; posteriormente debe
adherirse fuertemente de modo que no sea removido por el flujo sanguineo; y mientras esta adherido a la pared
del epitelio, debe penetrar la capa endotelial y acceder al tejido subyacente. La extravasacion de neutréfilos puede
dividirse en cuatro pasos: a) rodamiento, b) activacion por estimulo quimioatrayente, c¢) diapédesis y d) migracion
endotelial. Janeway C, Travers P, Walport M, Shlomchik M. 2005. Immunobiology: The Immune System in Health
and Disease. New York, New York: Garland Science Publishing. p. 23, 80-84.

Si en esta roda a lo largo de la pared del vaso, los receptores de los leucocitos captan la
sefial de una sustancia quimiotactica, se activan induciendo un aumento en la expresion de

proteinas de adhesion de los leucocitos, llamadas integrinas, como son LFA-1 y MAC1 que se
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fijan firmemente a sus ligandos en el endotelio como ICAM-1. Esto ocasiona que las células se
detengan sobre el endotelio (Janeway C, Travers P, Walport M, Shlomchik M. 2005).

Los factores quimiotacticos o quimiocinas son moléculas solubles que se difunden
pasivamente desde su sitio de produccion. Su interaccion con los receptores especificos en la
membrana de los leucocitos provoca cambios en la expresion de las moléculas de adhesion,
favoreciendo la migracion orientada de células inmunes en favor de su gradiente de
concentracion creciente (Janeway C et al, 2005).

Una vez adheridos a la superficie endotelial, siguiendo las sefiales direccionales
proporcionadas por los factores quimiotacticos y usando las integrinas para su fijacion y
traccion, los leucocitos se desplazan a través de los capilares y vénulas, extendiendo
pseuddpodos a través de las uniones intercelulares del endotelio vascular (diapédesis).
Finalmente cruzan la membrana basal ingresando al intersticio y concentrandose en esa zona
(infiltracién leucocitaria) (Figura 6). Se reconoce que la inflamacién sinovial generada por la
artritis involucra una gran cantidad de quimiocinas. Por ejemplo, quimiocinas tales como CCL2,
CCL5 CCL21 y CXCL13 contribuyen a la infiltracién de linfocitos T en la sinovial. Otras
quimiocinas participan a su vez en el reclutamiento de otros leucocitos, la diapédesis y su
retencion en del tejido inflamado o también llamado “homing”. En todas estas actividades, las
guimiocinas funcionan junto con las citocinas, las cuales regulan tanto su expresion como la de
sus receptores. La expresion de quimiocinas y su importancia funcional en la AR ha llevado al
desarrollo de propuestas terapéutica donde constituyen los blancos terapéuticos, aunque no se
ha logrado un éxito clinico hasta ahora (Janeway C, Travers P, Walport M, Shlomchik M. 2005).

Por otro lado, los neutréfilos son las células predominantes en el fluido sinovial de los
pacientes con AR. En condiciones de inflamacion aguda por infeccion, los neutrofilos son
grandes productores de radicales libres del oxigeno, lo cual ayuda a eliminar a los
microorganismos. En el caso de la AR, se han encontrado niveles elevados de radicales libres
de oxigeno, posiblemente producto de estas células. Adicionalmente, también ocurre la
activacion y acumulacion de macrofagos activados, los cuales, junto con linfocitos y fibroblastos,
pueden estimular la angiogénesis, lo cual podria explicar el aumento de la vascularidad

encontrado en la sinovial de pacientes con AR (Mcinnes, I. B. and Schett, G., 2011).
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El otro aspecto importante que considerar, son las afecciones “estructurales” en el
paciente con AR. Sin embargo, no se puede explicar la destruccion del cartilago y hueso sin
considerar la participacion de varios tipos de células estrictamente conectadas por una
intrincada red de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento (ver Figura 4). Como ya se
menciono, en esta etapa, la membrana sinovial se convierte en hiperplasica, lo que comprende
una capa de revestimiento superficial de los fibroblastos sinoviales y los macrofagos, los cuales
a su vez recubren una zona intersticial que contiene un infiltrado celular constituido por
fibroblastos sinoviales, macréfagos, mastocitos, células T CD4*, células T CD8* células
asesinas naturales (NK), células B y células plasmaticas. La membrana sinovial inflamada
invade el cartilago adyacente, al mismo tiempo que promueve la destruccion de la articulacion
mediante la expresion, activacion y secrecion de MMPs y la activacion de los osteoclastos, los
condrocitos y fibroblastos sinoviales (Perricone, Ceccarelli, & Valesini, 2011). Debido a su efecto
patoldgico, este ultimo tipo celular pueden exhibir un comportamiento parecido a un tumor
localizado, que invade y destruye el cartilago articular, el hueso subcondral, tendones y

ligamentos (Firestein, 2013).

1.1.3 Tratamiento.

Las estrategias terapéuticas para el tratamiento de la AR han cambiado
significativamente a lo largo de estos ultimos 20 afios: ahora el objetivo no es sélo controlar la
inflamacion sino prevenir la discapacidad y dafio estructural, e incluso alcanzar la remision
(ausencia de sintomas clinicos). En este sentido, el Unico factor globalmente aceptado para
conseguir estos resultados es el diagnoéstico y tratamiento precoz con medicamentos
modificadores de la enfermedad (FARMES) (Tedesco et al. 2009).

Algunas de las estrategias de tratamiento mas utilizadas en la AR incluyen medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos (AINES), los cuales disminuyen el dolor y la inflamacion,
mediante la inhibicién de las ciclooxigenasas (COX1 y COX2) y el bloqueo de la secrecion de
mediadores pro-inflamatorios. Sin embargo se reconoce que su accion soélo bloquea los

sintomas, pero no induce un efecto significativo sobre el curso de la enfermedad (Chen et al.
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2008, McCabe et al. 1998). Por el contrario, su empleo prolongado puede favorecer la aparicion
de eventos adversos.

Los glucocorticoides son otra alternativa farmacologica para controlar los sintomas de
pacientes con AR debido a su potente efecto anti-inflamatorio y analgésico. Sin embargo debido
a que presenta diversos efectos adversos (infecciones, riesgo cardiovascular, etc.) (Malysheva
et al. 2008), se recomienda su empleo a dosis bajas y por periodos cortos (Neeck 2002).

La primera alternativa de tratamiento empleada por los reumato6logos son los FARMES,

los cuales ademas de disminuir la inflamacion, previenen el dafio estructural y pueden llevar a
la remision en el 50-80% de los pacientes, sobre todo en aquellos que iniciaron su uso poco
tiempo después del inicio de los sintomas (Cisneros, 2017). Aunque su mecanismo de accidn
no se conoce completamente, varios estudios en modelos animales y en humanos han
mostrado que ejercen un efecto inhibidor de la respuesta inmunoldgica adaptativa sistémica,
favoreciendo un descenso de los titulos de autoanticuerpos y proteinas de fase aguda. A pesar
de sus ventajas, sus efectos no se observan rapidamente, por lo que se prefiere esquemas de
tratamiento combinado o con rapido escalamiento. Por otro lado, existe un porcentaje
significativo de los pacientes que muestran resistencia a sus efectos, al tiempo que su uso
prolongado conlleva a efectos adversos gastrointestinales.
Por ejemplo, dentro de los FARMES mas utilizados en el tratamiento de la AR esta el
metotrexato (MTX), el cual es hoy considerado el estandar de oro de los farmacos para este
padecimiento al inhibir la sintesis de purinas y pirimidinas, reducir la proliferacién de linfocitos T
y suprimir la inflamacién mediante liberacion de adenosina.

Otra alternativa farmacoldgica mas reciente para el control de la AR es el empleo de los
FARMES biologicos. El objetivo de las terapias biotecnolédgicas en la AR es la obtencion de
efectos clinicos efectivos mediante la inhibicion o regulacion de blancos moleculares muy
especificos, lo que permite efectos en un lapso de menor tiempo y con poco compromiso del
metabolismo a nivel sistémico disminuyendo los posibles efectos secundarios. (Cisneros 2017).
Se trata de proteinas de origen biotecnolégico disefiadas para bloquear de manera selectiva
factores inmunoldgico clave en la generacion de la inflamacion (p. ejemplo, anticuerpos o

receptores solubles para bloguear mensajeros como TNF-a, IL-1B, IL-6, entre otras (Bingham

17



2008, McInnes and Schett 2007, Smolen et al. 2007). Esta estrategia ha mostrado efectos
benéficos en los pacientes con AR, ya que influye tanto en la respuesta inflamatoria como en la
desregulacion autoinmune. En este sentido, el empleo combinado de biol6gicos con FARMES
ha permitido un efecto positivo en cerca del 80-90% de los pacientes con AR y casi el 100% de
los pacientes con Espondiloartropatias. Sin embargo, aun asi, se ha observado que un
porcentaje minoritario de los pacientes son resistentes a estos medicamentos (Fan and Leong
2007, Sizova 2008). La principal desventaja de esta estrategia, sin embargo, radica en su
elevado costo para que pueda emplearse de manera generalizada en la poblacién de pacientes.

De acuerdo con todo lo antes mencionado, a pesar de conocer muchos pasos del
proceso fisiopatoldgico, resulta fundamental la identificacion de nuevos biomarcadores de la AR
que orienten al especialista a la obtencion de un diagnostico y respuesta al tratamiento de

manera mas especifica.

1.2ADIPOCITOCINAS

En afios recientes se ha reconocido que el tejido adiposo secreta varias moléculas
bioactivas llamadas adipocinas o “adipocitocinas” que provienen principalmente del tejido
adiposo blanco (ver Tabla 2) y que parecen jugar un papel importante en la homeostasis de
varios procesos fisiolégicos. Entre estos procesos se puede incluir: la ingesta de alimentos, la
regulacion del equilibrio energético, la accion de la insulina, el metabolismo de la glucosa (ej.
Proteina estimuladora de acilacion (ASP), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina
6 (IL-6), resistina, leptina y adiponectina; también participan en la remodelacion de la
vascularizacion, la regulacion de la presion arterial y la coagulacion [ejemplo el
angiotensinogeno y el inhibidor del activador de plasmindgeno (PAI-1)] (Bays 2004).

Existen dos tipos de tejidos adiposos: el tejido adiposo blanco (TAB) y el tejido adiposo
marrén (TAM). Ambos tienen capacidad de metabolizar y almacenar lipidos, sin embargo, sus
funciones principales son claramente distintas. El TAB es el 6rgano especifico que almacena la
energia sobrante en forma de lipidos esterificados y es capaz de proveer de energia en forma

de &cidos grasos y glicerol. Por otro lado, la funcion fisiologica del TAM es permitir la disipacion
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de la energia almacenada en los acidos grasos en forma de calor, regulando la temperatura
(Sdnchez—Mufioz 2005).

Varios estudios sugieren que la expresion y sintesis de las adipocinas esta regulada por
las alteraciones del TAB, ya sean o no patoldgicas. Asi, por ejemplo, se ha observado que la
obesidad ocasiona una respuesta inflamatoria crénica de bajo grado que se caracteriza por la
produccion anormal de citocinas y la activacion de vias de sefalizacion relacionadas con las
respuestas inflamatorias (Wellen 2003).

Asi también la obesidad, es la presencia de grasa excesiva corporal acumulada, lo que
ocasiona la expansion del TAB, por lo cual, el papel patogénico del tejido adiposo parece estar
determinado por su ubicacién anatomica especifica. De hecho, aunque los tejidos adiposos
subcuténeos y viscerales se asocian con un perfil de riesgo metabdlico, el tejido adiposo visceral
se es el que se correlaciona principalmente con el desarrollo de sindrome metabdlico (Koster,
2010). En sujetos obesos, los adipocitos blancos del TAB tienen una mayor liberacion de acidos
grasos a través del proceso de lipdlisis, lo que conduce a niveles elevados de 4cidos grasos en
suero y una sobre produccién de TNF- a. EI TNF-a asi como las ya mencionadas pro-
inflamatorias (TNF-q, IL-6, IL-13, IL-8, IL-18) son expresadas y secretadas por el tejido adiposo.
Asi, la ingesta excesiva de nutrientes, algunas infecciones virales y bacterianas, asi como el
estrés oxidativo pueden provocar un aumento en los niveles de secrecion de estas citocinas
gue conducen a la inflamacién crénica en TAB favoreciendo la activacion e infiltracion de
macrofagos maduros, los cuales parecen tener una funcién crucial en el desarrollo de la
inflamacion observada en la obesidad, de hecho, su reclutamiento se correlaciona con el grado
de obesidad ya que son las principales células secretadoras de citocinas en el tejido adiposo
(Chawla, 2011). Varios estudios han demostrado que el incremento en la secrecion de citocinas
como el TNF-a puede estimular a los preadipocitos y a las células endoteliales a producir la
proteina quimioatrayente de macrofagos (MCP-1), atrayendo a los macréfagos y favoreciendo
la infiltracién de estos al tejido adiposo. Una vez infiltrados en el tejido adiposo, los macréfagos
maduros comienzan a secretar citocinas (quimiocinas) y la propia MCP-1. Este patron de
secrecion, junto con el producido por adipocitos y otros tipos celulares, genera un circulo vicioso

de reclutamiento de macréfagos y produccion de citocinas inflamatorias, llevando a una
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inflamacion primaria local en el tejido adiposo (Figura 6). Posteriormente, estas citocinas
secretadas por el tejido adiposo podrian desencadenar el aumento de la produccion de
proteinas inflamatorias en el higado, musculo y el pancreas lo que podria conducir asi a la
inflamacion sistémica de bajo grado observada en obesidad (Moreno, 2005)
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Figura 6. Potenciales mecanismos por los que la obesidad promueve un estado inflamatorio crénico. Se
muestran algunas de las citocinas que se desregulan durante el proceso inflamatorio en la obesidad y las
enfermedades que estan relacionadas con este efecto. Inhibidor del activador del plasminégeno-1: PAI-1; Factor
necrosis tumoral: TNF-a; Interleucina 6: IL-6; Proteina quimioatrayente de macrofagos: MCP-1. Marcos-Gomez,
B., Bustos, M., Prieto, J., Martinez, J. A., & Moreno-Aliaga, M. J. (2008). Obesidad, inflamacion e insulino-
resistencia: papel de los ligandos del receptor gp 130. Anales del Sistema Sanitario de Navarra, 31(2), 113-123.

Los macrofagos que se infiltran en el TAB se clasifican en dos subtipos: 1) macréfagos
activados por la via clasica, denominados M1, los cuales secretan las citocinas pro-inflamatorias
ya mencionadas; y 2) macréfagos activados alternativamente, denominados M2, los cuales
secretan citocinas antiinflamatorias como IL-10 (Chawla, 2011). Ademas de la infiltracion de
macrofagos en el tejido adiposo, la obesidad causa un cambio fenotipico del fenotipo M2 a M1,

gue se correlaciona con la resistencia a la insulina tanto en ratones como en humanos (Fujiska
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2009). Las sefales autocrinas y paracrinas emitidas por los macréfagos M1 pueden alterar la
sefalizacion de la insulina y la adipogénesis en los adipocitos, mientras que los macrofagos M2
parecen proteger contra la resistencia a la insulina inducida por la obesidad (figura 5) (Fujiska
2009).

La expansion del tejido adiposo por la infiltracion de macrofagos y el acumulo de acidos
grasos ocasiona aumento de tamafio de los adipocitos (hipertrofia) y por otro, el incremento en
el nimero de adipocitos (hiperplasia). Se ha propuesto que los adipocitos hipertroficos pueden
ser responsables de hipoxia en el tejido adiposo debido a la insuficiencia de vascularizacion y
suministro de oxigeno. Se sabe que la hipoxia puede inducir el reclutamiento de macréfagos,
por lo tanto, la expresion de citocinas, lo que conlleva a la inflamacion y disfuncion del tejido
adiposo. La hipertrofia también puede provocar la necrosis de los adipocitos y la liberacion de
su contenido celular en el espacio extracelular desencadenando una respuesta
inflamatoria. Particularmente, algunos de los adipocitos senescentes 0 muertos se rodean de
macrofagos para formar las "estructuras tipo corona" observadas en la expansion del tejido
adiposo (O’Rourke, 2011). Los macréfagos con hiperplasia se forman a partir de los
preadipocitos mesenquimaticos (células adiposas indiferenciadas). En estos preadipocitos,
aumenta la expresion de la lipoproteinlipasa (LPL), lo cual es un signo temprano de
diferenciacion de los preadipocitos, seguido la etapa en que se detiene el crecimiento celular.
Los adipocitos viscerales hipertréficos/hiperplasicos tienen menor densidad de receptores para
insulina y mayor densidad de receptores adrenérgicos (3-3, lo que condiciona el aumento de las
tasas de lipolisis, que facilita la diapédesis de monocitos hacia el estroma adiposo visceral, que

inicia un ciclo pro-inflamatorio con repercusion local y sistémica (Figura 7) (Fujisaka,2009)
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Figura 7: El exceso de grasas derivadas de un balance energético positivo mantenido en el tiempo,
determina la expansion del volumen del tejido adiposo y aumento de macréfagos M1 en el tejido. Las
caracteristicas bioldgicas de este proceso determinaran las consecuencias metabdlicas y cardiovasculares de la
obesidad. M1: macréfagos tipo M1; M2: macréfagos tipo M2; IL-6: interleucina 6; TNF-a: Factor de necrosis tumoral
alfa; IL-1B: interleucina uno beta; CCL2 y CCL5: CC motif chemokine ligand 2 and 5; CXCL5. Fujisaka S, Usui |,
Bukhari A, lkutani M, Oya T, Kanatani Y, et al. Regulatory mechanisms for adipose tissue M1 and M2 macrophages
Diabetes. 2009 Nov;58(11):2574-82

Actualmente, se sabe que el tejido adiposo es capaz de expresar y secretar una gran
variedad de péptidos bioactivos, conocidos como adipocitocinas, que actian de manera
autocrina/paracrina y endocrina (Tabla 2) y juegan un papel importante en la regulacion
energética del organismo. La produccion y liberacion de adipocinas es una de las funciones

importantes de los adipocitos.
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Tabla 2. Principales moléculas secretadas por el tejido adiposo blanco y funcion fisiolégica.

Molécula Funcién
Leptina Disminuye la ingesta, deposiciéon de las grasas y regula el balance
energético. Inflamacion
NPY Proliferacion de preadipocitos

Adiponectina

Hormona con efectos contrarios a la leptina, se propone que tenga efectos
antiinflamatorios y antiaterogénicos. Sensibilidad a la insulina, inflamacion

Resistina Sensibilidad a la insulina, inflamacion

Visfatina Sensibilidad a la insulina, inflamacion

Omentina Sensibilidad a la insulina

Vaspina Sensibilidad a la insulina

Apelina Homeostasis vascular

Adipsina Inflamacién

LPL Metabolismo lipidico

ApoE Metabolismo lipidico

TNF-a Incrementa la lipdlisis y activa la LPL. Inflamacion

Resistina Disminufie sus niveles con la diferenciacion de adipocitos y mejora la
resustencia a la insulina

FIAF Implicado en la regulacién del metabolismo en situaciones de ayuno

PAI-1 Contribuye al desarrollo de obesidad y la resustencia a la insulina

Adipsina actla probablemente de forma autocrina regulando el metabolismo lipidico

Interleucinas (IL-1, IL-4, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18)

Posible regulador del balance energético, contribuye a la resistencia a la
insulina. Inflamacién, ; la IL-1 también interviene en el metabolismo
energético, en la sensibilidad a la insulina y en el control de la ingesta

PCR Inflamacién

MCP-1 Incorporacién de macréfagos al tejido

ICAM-1 Activacion de macréfagos

VEGF Angiogénesis

TGF-B Migracion y adhesién celular, crecimiento y diferenciacion tisular
IGF-I| Metabolismo lipidico, sensibilidad a la insulina

Acidos grasos simples

Reguladores de la expresion génica de genes relacionados con el
metabolismo y trasporte de acidos grasos

NPY: Neuropéptido Y. LPL: Lipoproteina lipasa. ApoE: Apolipoproteina TNF- a: Factor de necrosis tumoral alfa.
FIAF: factor adiposo inducido por ayuno. PAI-1: inhibidor del activador del plasmin6geno-1. PCR: Proteina C
reactiva. MCP-1: Proteina quimioatrayente de monocitos-1. ICAM-1: Molécula de adhesién intercelular-1. VEGF:
Factor de crecimiento del endotelio vascular. TGF-b: Factor de crecimiento transformante beta. IGF-I: Factor de
crecimiento insulinico de tipo |.

Varios estudios han mostrado que la obesidad ocasiona una respuesta inflamatoria
cronica caracterizada por la produccién anormal de citocinas y la activaciéon de vias de
sefalizacion relacionadas con las respuestas inflamatorias (Wellen 2003). Un aspecto muy
interesante es que la interrelacion entre inflamacion cronica y desordenes tales como la
obesidad, la diabetes tipo 2 (DT2), la enfermedad cardiovascular y al sindrome metabdlico, lo

cual permite sugerir que coinciden en los mecanismo moleculares Asi entonces, el cambio en
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el perfil de adipocitocinas expresadas durante la obesidad conlleva elementos nuevos a
considerar para entender el desarrollo de enfermedades como complejas como la DT2, el
sindrome metabdlico y la AR (Sanchez-Mufioz 2005).

De manera reciente se han reunido evidencias experimentales que apoyan la
participacion de las adipocinas en la regulacion de la respuesta inmune y, particularmente, en
la respuesta inflamatoria. Asi entonces, la expansion del tejido adiposo durante el aumento de
peso generalmente va a derivar en un aumento en los niveles de adipocitocinas tales como
leptina, ghrelina y resistina, las cuales parecen ejercer efecto sobre células del sistema inmune,
modificando su activacion y regulacién. Adicionalmente, de manera caracteristica durante la
obesidad, se ha observado el reclutamiento de macrofagos, via el ligando de guimiocina
(CCL2), entre otras sefales (Kanda 2006). Estos macréfagos activados pueden fagocitar los
adipocitos en proceso de apoptosis, dando origen a las células espumosas, las cuales

amplifican la inflamacion local y sistémica (Tilg 2006) (ver Figura 8).
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Figura 8. Adipocitocinas: mediadores entre el tejido adiposo, inflamacién e inmunidad. La expansion del
tejido adiposo durante el sobrepeso conlleva al reclutamiento de macréfagos a través de sefiales, que incluyen
guimiocinas sintetizadas por adipocitos, como el ligando 2 de quimiocinas CC (CCL2). Estos macréfagos se
encuentran principalmente alrededor de adipocitos apoptéticos. Diversas citocinas sintetizadas por adipocitos
y macroéfagos residentes pueden contribuir a la inflamacion local y sistémica. El pool de adipocitocina-citocina
en general favorece un medio proinflamatorio. IL interleucina; TNF factor de necrosis tumoral. Tilg H, Moschen
A. Adipocytokines: mediators linking adipose tissue, inflammation and immunity Nat Rev Immunol. 2006
Oct;6(10):772-83
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1.2.1 LEPTINA

El avance en el conocimiento de la leptina ha permitido ampliar las perspectivas de la
investigacion de los agentes que regulan el contenido graso del organismo, el balance
energético corporal y los mecanismos que dan inicio al desarrollo puberal. Todo esto ha
permitido proponer que el tejido adiposo es también una glandula enddcrina, siendo uno de sus
productos principales la leptina. Esta molécula puede intervenir de forma dinamica tanto en la
regulacion de la ingesta alimentaria como en el balance energético del organismo. La
publicacion de méas de 35120 articulos cientificos (Pubmed, enero 2019) sobre la leptina
muestran el interés por conocer su fisiologia y su potencial participacion en la génesis de

diversas enfermedades.

La leptina es un polipéptido de 167 aa que regula el peso corporal al sefalar el estado
nutricional de otros érganos, especialmente el hipotdlamo, que produce neuropéptidos y
neurotransmisores que modulan el consumo de energia y el gasto energético para inhibir la
ingesta de alimentos en funcion del contenido en triglicéridos de los adipocitos (Silleras, 2004).
Los efectos hipotalamicos de la leptina se resumen en disminucion del apetito y aumento del
metabolismo basal, con la consecuente pérdida de peso y activacién del eje gonadal por
aumento de la secrecién de GnRH (Kishi, 2005). También hay datos que indican una accion
directa de la leptina sobre los tejidos periféricos al reducir la sintesis de acidos grasos y
triglicéridos y aumentar la oxidacion lipidica, lo que a su vez podria explicar la mejoria que
produce ésta en la homeostasis de la glucosa. En los ratones obesos ob/ob el gen de la leptina
estd mutado de manera que son incapaces de producir esta hormona y transmiten el rasgo de

forma recesiva (Tai, 2000)

La leptina regula la lipogénesis hepatica mediante la supresion de la expresion de
enzimas clave en la ruta de sintesis de acidos grasos y la mejora de la beta-oxidacion de lipidos
del musculo mediante la proteina cinasa activada por AMP (AMPK) (Ren, 2005). A nivel de
sefalizacion celular, la leptina activa su receptor especifico, el cual existe en diferentes
variantes. Asimismo, existen multiples vias “rio abajo” (downstream) del receptor de leptina y

donde una de ellas media varias de las actividades de la leptina (Duan 2004). Durante la
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diferenciacion de los adipocitos, la expresion de la leptina aumenta de manera directa con la
acumulacion de gotas de lipidos. La principal via de sefalizacion de la leptina es la via de JAK-
STAT, que regula la expresion de neuropéptidos supresores del apetito. El efecto antidiabético
de la leptina media la activacion central de la ruta fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K)/AKT y que
estimula la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos (St-Pierre 2012; Havel, 2004 ).
Por otra parte, actualmente se reconocen multiples isoformas del receptor para la leptina,
tanto en ratas como en humanos; las cuales comprenden tantas formas cortas como largas
(Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re y Ob-Rf) (Figura 9). Desde el punto vista estructural, el
receptor esta conformado por 3 regiones: 1) una zona extracelular compuesta de
aproximadamente 816 aminoacidos; 2) un dominio transmembranal de 34 aminoacidos y 3) un
dominio citoplasmético efector compuesto por 303 aminoéacidos, el cual es responsable de la
activacion de las sefales intracelulares. Los receptores humanos y de rata tienen gran similitud
en la secuencia de aminoacidos tanto del dominio extracelular (78%) como del intracelular
(71%) (Tartaglial995). El receptor mas largo corresponde a un polipéptido de alrededor de 1000
aa (Ob-Rb), insertado en la membrana plasmatica y que presenta dominios extracelulares,
transmembranal e intracelular; esto Gltimo sugiere que puede transducir sefiales hacia el interior
de la célula. Adicional a las diferentes isoformas del receptor membranal (Ob-Re), se ha
observado una forma que carece de los dominios intracelular y transmembranal, lo cual
posiblemente implique que pueda funcionar como proteina de transporte de la leptina en el
plasma ((Tartaglia 1995). Mientras que las formas largas del receptor (OB-RL) predominan en
el hipotalamo, las formas cortas (OB-Rs) se encuentran en los demas tejidos. Los receptores
Ob-Rb (forma larga) parecen mediar los efectos a nivel intracelular, principalmente por
intermediacion de las proteinas JAK-STAT3 y MAPKSs (Giuseppe Matarese 2005). Por su parte,
las isoformas cortas (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd y Ob-Rf) se han relacionado con el transporte de la

leptina y con la regulacion del sistema inmune (Otero 2005)
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Figura 9. Representacion esquematica de la estructura general de los diferentes subtipos de receptores de
leptina (ObR). Las regiones de alta homologia entre los diversos subtipos estan representadas por los mismos
simbolos; el nimero total de residuos de aminoacidos esta indicado en la parte inferior del esquema
correspondiente a cada subtipo. Sanchez, J. (2009). Perfil fisiologico de la leptina. Colombia MéDica,.

Por otro lado, la leptina tiene una sorprendente similitud estructural con las citocinas y
multiples estudios han demostrado que modula la respuesta inmune. Asi también, la leptina
comparte la misma via JAK-STAT rio abajo de su receptor, con una familia amplia de citocinas,
tales como IL-6. La expresion de la leptina puede ser inducida por TNF-a. (St-Pierre, 2012). En
un inicio, la relacion entre la leptina y la respuesta inmune habia sido soélo tedrica, basado en el
hecho de que varias células de importancia inmunolégica presentaban receptores para la leptina
(Otero 2005). Pero posteriormente se ha observado que leptina mejora la respuesta inmunitaria
a través de la activacion de las células presentadoras de antigeno (APC), la funcion y
proliferacion de las células Thl y la mediacion de la secrecion de las citocinas pro-inflamatorias,
como TNF-q, IL-2 o IL-6 (Fernandez, 2010).

La leptina es una molécula de accién pleiotropica, que puede funcionar como una
hormona y también como citocina (también conocida como “adipocina”). Casi todas las células
inmunes, como los neutréfilos, los monocitos, los linfocitos expresan el receptor de leptina, el
cual, en base a su estructural, se considera como miembro de la familia de los receptores de

citocinas de clase | (Fantuzzi, 2009). La leptina regula la angiogénesis, la hematopoyesis, la
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inmunidad innata y adaptativa e induce la respuesta Thl al aumentar la produccion de IFN-y,
IL-2 y TNF-a, lo que posteriormente conduce a la activacion de monocitos/macrofagos, al tiempo
gue también parece prevenir la apoptosis de varias células inmunitarias (Rasso, 2002)

En la inmunidad innata, la leptina aumenta la actividad y la funcién de los neutréfilos
mediante la liberacion de radicales libres de oxigeno, el aumento de la expresién de CD11by
la molécula 1 de adhesion intercelular (ICAM-1), que favorece la migraciéon de células
inmunitarias a los sitios de inflamacion (Zarkesh-Esfahani), 2004). La leptina activa los
monocitos y a las células dendriticas que, a su vez, lleva a la produccion de citocinas pro-
inflamatorias como el TNF-q, la IL-6 junto con la IL-12, una citocina que permite la diferenciacion
hacia el fenotipo Thl (Mattioli, 2005).

Asi también, la leptina también promueve la supervivencia de las células dendriticas al
desencadenar la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kappa B) y aumentar la expresion
de Bcl-2 y de Bcl-x, a través de la via de sefializacion PI3K/AKT (Mattioli, 2005). Ademas, tras
la estimulacion con leptina, las células dendriticas también muestran un aumento en la
produccién de mudltiples citocinas, incluidas IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-a, MIP-1a e induce la
expresion de moléculas de superficie, tales como CD1a, CD80, CD83, o CD86 (Mattioli, 2009).
Indirectamente, la leptina promueve la activacion de las células asesinas naturales (NK) a través
de IL-1B, IL-6 y TNF-a en monocitos y macréfagos (Raffail. 2008).

En lainmunidad adaptativa, la leptina induce la maduracion y supervivencia de las células
T timicas al reducir el proceso de apoptosis mediante la inhibicién de la via mediada por FAS
(Velloso, 2009). Asimismo, la leptina tiene efectos anti-apoptéticos en linfocitos T, al regular la
expresion de Bcl-xl, el factor de transcripcion de T-bet. (Da Silva, 2013) y, junto con otras
citocinas, promueve la proliferacion de linfocitos. y activacion posiblemente a través de un
transductor de sefial y un activador de sefalizacion de transcripcion 3 (STAT3)
(Papathanassoglou,2006). A nivel inmunoldgico, la deficiencia de leptina tanto en modelos
murinos como en el humano da como resultado defectos inmunitarios graves caracterizados
por la disminucion de los linfocitos totales, el nimero de células T cooperadoras CD4*, el
aumento de la apoptosis en el timo, y una diferenciacion del fenotipo Thl hacia Th2, lo que

resulta en una mayor susceptibilidad a las infecciones intracelulares (Fujita 2002). Asi también
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leptina promueve la secrecion de IL-2, IL-12, TNF-a e IFN-y de las células Th1 y suprime la
produccion de IL-10 e IL-4 de células Th2 (Kim 2010). Ademas, la leptina también activa las
células B humanas para secretar citocinas, como IL-6, IL-10 y TNF-a, a través de la activacion
de las vias de sefializacion JAK2/STAT3 y p38MAPK/ERK 1/2 (Agrawa, 2011).

En conclusion, la leptina actiia como una citocina tipo Thl y regula todas las células
inmunes a través del receptor de leptina, afecta asi las respuestas inmunes innatas y

adaptativas, polarizando hacia la respuesta de tipo Th1 (ver Figura 10).
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Figura 10. -Efectos de Leptina en la respuesta inmune innata y adaptativa.

La leptina regula la respuesta inmune, tanto innata como adaptativa, a través de la modulacién de la supervivencia
y proliferacion de las células inmunes, asi como de su actividad. En la inmunidad innata, la leptina aumenta la
citotoxicidad de las células asesinas naturales (NK) y promueve la activacion de granulocitos, macrofagos y CD. La
leptina también regula la polarizacién del fenotipo M1 o M2 otorgandoles marcadores de las células T helper tipo
1 (Th1). En la inmunidad adaptativa, la leptina aumenta la proliferacion de células T virgenes y células B mientras
reduce la de las células T reguladoras (Treg). La leptina promueve el cambio hacia un Thl proinflamatorio (que
secreta IFNy) en lugar del fenotipo Th2 antiinflamatorio (que secreta IL-4), y facilita la respuesta Th17. F Vera,
Pino J, Campos-Cabaleiro V, Ruiz-Fernandez C, Mera A, Gonzalez-Gay M.A.., Gomez R, Gualillo O, Obesity, Fat
Mass and Immune System: Role for Leptin, Frontiers in Physiology 2018,9,640

29



1.2.2 ADIPONECTINA

La adiponectina es una molécula codificada por el gene Apm1, que ha sido mapeada en
el cromosoma 3 (3g27) y que expresa una proteina de 244 aminoacidos. Su estructura consiste
en un dominio fibroso semejante al del colageno y un dominio globular semejante al factor de
complemento C1qg. La Adiponectina se ensambla en homotrimeros y su secrecion es estimulada
por la insulina. Fue reportada por primera vez en 1995 por Scherer y colaboradores (Scherer
1995)

La adiponectina, también conocida como Acrp30 o adipoQ, es una proteina expresada
exclusivamente en adipocitos diferenciados, y cuyo papel en la respuesta inflamatoria

aparentemente es opuesto al efecto de la Leptina (Fig. 11).
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Figura 11 Estructura de Adiponectina. Adiponectina requiere modificaciones post-traduccionales para su
actividad. Adiponectina es secretada por adipocitos en la isoforma trimérica (~90kDa; la unidad basica), bajo peso
molecular (LMW) hexameros (~180kDa), y alto peso molecular (HMW) (12-18-mer;>400kDa). Wang Y, Ma
XL, Lau WB. (2017) Cardiovascular Adiponectin Resistance: The Critical Role of Adiponectin Receptor
ModificationTrends Endocrinol Metab. Jul;28(7):519-530..

Entre las diferentes acciones fisiolégica, la adiponectina puede aumentar la accion de la
insulina y, parcialmente, revertir la resistencia a la insulina en ratones obesos (Brichard, 2003).
Consistentemente, se ha encontrado que los ratones deficientes en adiponectina desarrollan

resistencia a la insulina asociada con un alto nivel de TNF-a en el tejido adiposo y una capacidad
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de respuesta reducida a PPARA. También se ha encontrado que la adiponectina parece inhibir
la aterogénesis, al tiempo que promueve la actividad cardioprotectora en la cardiopatia
isquémica, por un mecanismo dependiente de las vias de CAMK y ciclooxigenasa 2 (Cox-2)
(Fantuzzi, 2005).

La sefalizacion de adiponectina esta mediada por dos receptores de adiponectina,
AdipoR1 y AdipoR2. AdipoR1 se expresa ubicuamente, mientras que AdipoR2 se enriquece en
el higado (Capeau, 2007; Yamauchi, 2007). La activacion de AdipoR1 en el higado y los tejidos
musculares aumenta la actividad de AMPK, que parece favorecer una un efecto insulino-
sensibilizador y también mejora la beta-oxidacion de los acidos grasos. La via AdipoR2 en el
higado aumenta PPARa y la expresion de sus blancos biologicos, lo que también da como
resultado un aumento de la beta-oxidacion de &cidos grasos (Havel, 2004). La Adiponectina
también tiene efectos antiinflamatorios que contribuyen a su papel protector contra la tensién
metabdlica en la obesidad. La adiponectina suprime la produccion de TNF-a en ratones obesos
y los ratones deficientes en adiponectina tienen altos niveles de TNF-a en el tejido adiposo
(Fantuzzi, 2005). Asimismo, la adiponectina inhibe la actividad nuclear del factor-kB (NF-kB) y
sus moléculas de adhesion (TGF- B) “rio abajo” que conducen a una reduccion de la adhesion
de los monocitos a las células endoteliales (Yamauchi, 2007).

Los niveles séricos en humanos de la adiponectina se encuentran entre los 5-10
microgramos por mililitro y aparentemente se encuentra inversamente relacionado a la cantidad
de grasa visceral (Comuzzie 2001). En este sentido, se ha podido observado que los acidos
grasos libres derivados de la grasa visceral parecen inducir efectos en masculo y endotelio a
través de estimular la expresion de TNF-a. A su vez, la presencia de TNF-a induce senales en
el interior del miocito y la célula endotelial, via la participacion de dos tipos de segundos
mensajeros denominados JNK (Janus-C-terminal cinasa) y MAPK cinasas (cinasas activadoras
de la mitogénesis), las cuales bloquean las acciones de la insulina a través de bloquear la
sefalizacion de su receptor para facilitar el transporte de glucosa (Frihbeck 2006).
Adicionalmente, estas rutas de sefalizacion estan relacionadas con la via inflamatoria mas
importante conocida como la via NFkB/IKK, al final del cual se activa al factor nuclear NFkB que

induce modificaciones en la expresion génica de la célula, teniendo efecto sobre la expresién
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de las moléculas de adhesion, la resistencia a la insulina, la disfuncion endotelial y aterogénesis,
entre otras (Frihbeck 2006) .Todas estas acciones al parecer pueden ser inhibidas por la
presencia de niveles elevados de adiponectina, lo cual sugiere que el TNF-a y la adiponectina
podrian ser considerados antagonistas moleculares (ver Figura 12).

AdipoR1 AdipoR2 Cold
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\
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TNF-a | Endotoxin Tolerance Arg-1 M2 proliferation
IL-6 3 Mrcl
e M2 polarization

Anti and pro-inflammation

Figura 12.- Vias de sefalizacién activadas por adiponectina en macrofagos. AdipoR1 media el efecto supresor
de la adiponectina en la activacibn de NF-kB y las transcripciones posteriores de TNF-a, IL-6 e IL-8 en
macrdéfagos. Los adipoRs y la subsecuente activacion de las vias Tpl2/MEK/Erk y Akt/PI3K median el efecto
promotor de la adiponectina sobre la tolerancia a la endotoxina en macréfagos. Ademas, la adiponectina induce la
proliferacion de macréfagos M2 a través de los mecanismos dependientes de la via T-cadherina y Akt / PI3K, asi
mismo promueve la activacion de los macréfagos M2 a través de AdipoR2 y AMPK. Luo, Y., & Liu, M. (2016).
Adiponectin: a versatile player of innate immunity. Journal of molecular cell biology, 8(2), 120-8.

A nivel inmunoldégico, se ha observado que C1q y adiponectina son capaces de promover
la eliminacion de las células apoptéticas a través de la tirosina cinasa Merk (Galvan et al., 2014).
La Adiponectina suprime la activacién de macrofagos M1 y promueve la proliferacion de
macroéfagos M2, lo que parece explicar su capacidad anti-inflamatoria. Algunos estudios han
sugerido que la Adiponectina promueve una respuesta antiinflamatoria, con un aumento de la

expresion de marcadores antiinflamatorios como la arginasa-1, Mgl-1, e IL-10, tanto en
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macrofagos murinos como en humanos (Wolf et al., 2004; Ajuwon y Spurlock, 2005; Ohashi et
al.,, 2010). Asi también se ha demostrado que adiponectina induce la proliferacion de
macréfagos M2 en el tejido adiposo (Yokota et al., 2000; Hui et al., 2015).

Existe una amplia evidencia que muestra que adiponectina actia como mediador
antiinflamatorio a través de la regulacién de la proliferacion, plasticidad y diferenciacion de
macrofagos M1y M2 (Ajuwon y Spurlock, 2005; Ohashi et al., 2010; Hui et al., 2015). Aunado
a lo anterior, se ha demostrado que los niveles séricos bajos de la Adiponectina se asocian con
un incremento de los niveles de marcadores inflamatorios (Ouchi et al., 2003; Gil-Campos et
al., 2004; Pischon et al., 2004).

En un papel antagonico, la Adiponectina ha mostrado promover un efecto pro-
inflamatorio ya que regula positivamente algunas citocinas pro-inflamatorias tales como TNF-q,
IL-6 e IL-8 a través la activacion de las rutas de NF-kB y Erk (Lappas et al., 2005; Tsatsanis et
al., 2005, 2006; Park et al., 2007). Sin embargo, pareciera que la accién pro-inflamatoria de
adiponectina es un efecto transitorio, puesto que contribuye a la tolerancia LPS, eventualmente
adiponectina atenta la produccién de citocinas mediada por LPS en macréfagos con su
exposicion continua, lo que sugiere que la exposicion a Adiponectina de manera continua induce
resistencia al LPS (Tsatsanis et al., 2005, 2006; Park et al., 2007).

Por otro lado, la adiponectina estimula la activacion de DC a través de fosfolipasa C a
través de las vias de sefializacion JNK/NF-kB, que permiten la diferenciacion haca una
respuesta Thly Thl7, (Jung et al., 2012).

1.2.3 RESISTINA

La resistina es uno de los miembros principales de una familia de 6 genes denominada
moléculas similares a resistina (RELM) cuyos miembros son: RETN, RETNLB, en humanos y
Retn, Retnla, Retnlb, Retnlg en ratones (Kunnari, 2008). La resistina esta codificada por el gen
RETN que se localiza en el brazo corto del cromosoma 19 en la regién 13.3 (19p13.3) (Yang y
col., 2003). El cual, esta constituido por 4 exones y 3 intrones y el ARN mensajero maduro esta
constituido por 478 nucledtidos. La traduccion de la proteina comienza a partir del exén Iy

termina a la mitad del exén 1V llevando a un producto de 108 aa (Kunnari, 2008).
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Es un polipéptido monomeérico de 12.5 kDa que se puede ensamblar en forma de
oligbmeros. Se sugiere que se sintetiza por los macrofagos del tejido adiposo, aunque se
desconoce gran parte de su fisiologia. Se le dio este nombre para resaltar su participacion de
la resistencia a la insulina (Steppan, 2001).

La resistina ha sido detectada en muestras de TAB (Kunnari, 2008), sin embargo, otros
investigadores solo han encontrado una expresion minima (Janke, Engeli, Gorzelniak, Luft, y
Sharma, 2002). Por otra parte, nuevos estudios han encontrado resistina en el TAB pero no en
el adipocito (H. K. Park y Ahima, 2013) indicando que otro tipo de células en este tejido pudieran
estar produciendo esta proteina. Mas adelante se reporté expresion de esta misma en células
mononucleares de sangre periférica (S. Lee y col., 2014; Patel y col., 2003; Tsiotra, Boutati,
Dimitriadis, y Raptis, 2012), razén por la cual, otros investigadores han atribuido la presencia
de resistina en TAB a los macréfagos y/o otras células sanguineas como los leucocitos que se
localizan en dicho tejido (N. Chen y col., 2014). Por otra parte, se ha reportado ademas una
mayor produccion de esta adipocina en monocitos y macrofagos, en comparacion con el TAB
humano (Patel y col., 2003).

De acuerdo con los estudios in vitro, la resistina muestra una potente accidén pro-
inflamatoria y se sugiere que este efecto es dependiente de NFkB (ver Figura 13), por esto, se
sugiere que antagoniza los efectos de la adiponectina (Borakewa 2005). Sin embargo, las
acciones inmunoldgicas directamente causadas por la resistina son aun poco conocidas, en
especial las relacionadas con la inmunidad adaptativa. Se reconoce que la resistina activa los
macrofagos, favoreciendo la liberacion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, e IL-12,
(Silswal 2005, Kaser 2003). Un aspecto particularmente llamativo es el hecho de que sus
efectos muestran una potencia igual o superior a las endotoxinas, como LPS (Lerkhe 2004). La
resistina también podria influir en la inflamacion al estimular la expresion de moléculas de

adhesion vascular y favoreciendo la infiltracién de leucocitos (Verma 2003).
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Figura 13.- Activacion através de resistina a su receptor. El receptor de la resistina es desconocido, pero esta
adipocitocina induce la activacion de p38, ERK y PI3K. La resistina aumenta la produccion de TNF, IL-13, IL-6 e
IL-12, sin embargo, su efecto sobre las funciones de los monocitos y macréfagos no se conoce. Mientras que la
adiponectina puede considerarse una citocina antiinflamatoria en el tejido adiposo, la leptina y la resistina tienen
caracteristicas proinflamatorias dominantes. IkB, inhibidor de NF-kB; LPS, lipopolisacarido; PPAR, receptor
activado por poroliferador-peroxisomal; PPRE, elemento de respuesta del proliferador de peroxisoma; TLR4,
receptor tipo Toll 4. Modificada de Tilg H. Moschen A. Adipocytokines: mediators linking adipose tissue,
inflammation and immunity Nat Rev Immunol. 2006 Oct;6(10):772-83

En la inflamacion inducida por obesidad se ha observado que los macréfagos que se
acumulan en el TAB, producen ON (6xido nitrico), TNFa, IL-6 especies reactivas de oxigeno
(EROs) y especies reactivas de nitrogeno (ERN), que en conjunto con el TAB y otras células
del sistema inmune forman un circulo negativo que perpetia el estado pro-inflamatorio,
favoreciendo la secrecion de resistina (Wensveen, Valenti, Sestan, Wensveen, y Poli, 2015). La
resistina cumple un papel importante en el desarrollo del proceso inflamatorio caracteristico de
la obesidad al estimular la produccion de ERO y ERN y favoreciendo el estrés oxidativo
(Laurikka y col., 2014). Aparte de esto, esta citocina induce la produccion de otras proteinas del

sistema inmune, ya sea a través del TLR-4 o de otras células del sistema inmune como los
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monocitos, regulando la activacion del NF-B en el adipocito, condicion que indudablemente

perpetla el estado inflamatorio en obesidad (Codoifier-Franch y Alonso-Iglesias, 2015).

1.2.4 ADIPOCITOCINAS Y ARTRITIS REUMATOIDE

En base a lo descrito con anterioridad, las adipocitocinas presentan multiples efectos
sobre los mecanismos de regulacion de la inflamacién local y sistémica. En este contexto, se
puede sugerir que los procesos autoinmunes, como la AR, podrian verse modificados por
situaciones tan comunes como la obesidad o alteracion de los niveles de adipocitocinas. De ahi
gue resulte interesante el estudiar la posible relacidn entre los niveles de las adipocitocinas y la
actividad clinica de pacientes con AR.

A ese respecto, se han realizado varios estudios para evaluar la posible participacion de
las adipocitocinas (Tabla 3) en la AR, sin embargo, los resultados han sido muy heterogéneos
e incluso controversiales. Mientras algunos grupos observaron una clara correlacion entre el
incremento del nivel de leptina/resistina con la actividad de la enfermedad, la predisposicién a
la cronicidad y respuesta al tratamiento convencional (faltan referencias), en otros estudios no
se observo esta asociacion (referencias). Entre los factores que pudieran ayudar a explicar la
heterogeneidad de estos estudios se puede mencionar: el disefio de los estudios clinicos, la
homogeneidad de los pacientes, el indice de masa corporal (IMC) de los pacientes, las
diferencias geograficas y medioambientales de los sujetos, asi como las diferencias técnicas en
las determinaciones bioquimicas.

Todo esto resalta la importancia de parear las poblaciones de estudio, al tiempo de
realizar una evaluacion integral, tanto de la respuesta clinica como de los mecanismos de accion

si queremos describir la posible asociacion con los niveles de las adipocitocinas.
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TABLA 3. Papel de las adipocitocinas en AR

Afo | No. Edad Sexo Proteina BMI DAS28 Duracion | Conclusiones
1999 | 58 25-59 o? 13.7£9.4 25vs24ctr | 11.3 (>2.7) 9.5+ 9.5 | No diferencias entre controles
(RIA)Leptina y pacientes. Correlacién con
(55) 17.8 (<2.7) BMI
[1.8-3.6]
2003 | 76 64+12 48/28 6.2+1 -- Erosivo vs 14-8 Aumento significativo de
(42) (5.2+1.2) non-erosivo leptina plasmatica en
(42£14) | (22/12) pacientes. Menor leptina
(2+0.6) sinovial en pacientes, se
sugiere su consumo
2005 | 68 9 43/25 7.8+£4.4 17 -- -- No hay diferencias
significativas entre controles y
32) |9 (21/11) | (8.6£5.3) (19) pacientes. Relacion de leptina
RIA con edad y sexo
2005 | 38 47.6x2 20/18 14.3+1.9 -- 817 Mayor nivel de leptina en
pacientes aunque no fue
(44.3+£2) | (26/6) (9.2£1.3) significativa
RIA
2005 | 31 41+15 11/20 6vs4.2 25vs 23 H 48% < 3.2 6.7 (1- No hay diferencia significativa,
11) ni cambio después de 2 sem.
(18) (38.4) (9/9) 15vs 13.4 26 vs22 M 52% > 3.2 con anti-TNF
2006 | 31 46+14 22/9 33.9+7.3 26+0.6 -- -- Diferencia significativa en
niveles de leptina,
(18) | (48+16) | (10/8) | (13.3£3) (24.3£0.8) adiponectina y Visfatina
ELISA
2006 | 32 30/2 5+1 22.8+0.8 -- -- Tratamiento con adalimumab
por 16 sem no modificé nivel
de leptina
2006 | 50 56.3+12 | 41/9 53.2+37 26.8+5.7 <5.1 (19) 10+9 Nivel mayor de leptina en
pacientes, pero no relaciona
(34) (53+12) | (28/6) (23£17) (25.8+3.6) >5.1(31) con actividad o con
ELISA tratam|ent9 (MTX,
glucocortoides)
2007 | 41 49412 33/8 3.91+6.1 24.2+3 -- 6.7 No hay diferencia entre

controles y pacientes
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(25) (51+13) | (19/6) (4.9416.4) (23.7£3)
ELISA
2007 | 50 40.7£10 | Mujeres | 14.2+11 <25 (20-22) | Alta active 0.1-3 Hay diferencia significativa
(+active (4.810.9, 26) entre pacientes activos y poco
. activos. El nivel de leptina
7x3.4 (- Baja (2.4+0.7, baja tras 8-13 meses de
activo) 24) tratamiento DMARD.
2007 | 30 60.2+15 | Mujeres | 11.2+25 Ranks BMI 3.3-4.8 (15) 2-35 No hay correlacion entre
leptina y BMI, edad, actividad.
(30 >4.8 (15) Posible relacién con indice de
OA) Filtracién Glomerular
2008 | 37 58.6+20 | ¢? 26.7 (M) 26.4+9 <5.1, 46% 2-26 No hay relacién entre nivel de
leptina y actividad. Posible
8.6 (H) >5.1, 54% relaciéon en pacientes >10
[5-35] afos
2010 | 40 46.8 355 22.1 4.8+0.7 1.5a20 | Los niveles de Leptina en
suero y liquido sinovial fueron
mas altos en pacientes
respecto a donadores y se
establecio una correlacion con
el DAS28 Y CRP
2003 | 52 67.4- 39/13 2.2 pg/mL 27.8 Entre pacientes con OAR Y

73.9 adiponectina AR, no hay diferencia entre
los niveles.

2006 | 31 - e e Se encuentran en niveles
elevados respecto a controles
2011 | 253 56.1+ 68.8% | Vifastinay 256+35 -32.4+10.1 1 Los niveles de IL-6, TNFa,

15 mujeres | adiponectina visfatina, and adiponectina
estuvieron asociados
positivamente con dafio
radiografico, por 4 afios

2003 | 52 67.4- 39/13 resistina[74.6] | 27.8 e Hay correlacién entre ESR y

73.9 ng/Ml CRP. Se encontraba 10 veces
mas en pacientes con AR que
en pacientes con OAR

2006 | 31 -- --- Resistina Niveles iguales que en don
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2 JUSTIFICACION

La Artritis Reumatoide es una enfermedad de alta prevalencia mundial y en nuestro pais,
que, aunque no causa muerte, si incrementa su riesgo, ademas de que ocasiona el deterioro
de la calidad de vida del paciente. A pesar que esta enfermedad se conoce desde hace muchos
afnos, debido a su caracter multifactorial, es muy dificil poder precisar el conjunto de elementos
necesarios para desencadenar el proceso autoinmune o su cronicidad. Todo esto ha dificultado
la generacion de procedimientos terapéuticos efectivos. En ese sentido, las propuestas
farmacoldgicas actuales fundamentalmente controlan la respuesta inflamatoria de las células
inmunes, atenuando solamente los sintomas, pero sin modificar sustancialmente los elementos
desencadenantes. Por todo ello seria de gran importancia aportar nuevo conocimiento orientado
en la elucidacién de los mecanismos que pudieran intervenir en el desarrollo de esta
enfermedad.

Por otro lado, en nuestro grupo de trabajo, se han realizado estudios donde observamos
un aumento significativo de la leptina en la sangre y liquido sinovial de pacientes con AR, con
respecto a donadores sanos. Asi también, mas recientemente, observamos que el incremento
de leptina se acompafiaba de un incremento de adiponectina, pero no de resistina.
Adicionalmente, este ultimo estudio incluyé la asociacidn entre estas adipocitocinas, la actividad
clinica de los pacientes, los niveles de autoanticuerpos y los niveles de citocinas pro-
inflamatorias (IL-17, TNFa e IL-6). En este ultimo estudio se observé una correlacién entre los
niveles elevados de estas dos adipocitocinas con un mayor indice de actividad de la
enfermedad. Cabe hacer notar que las poblaciones de pacientes incluidas en este estudio
estuvieron controladas ya que tanto el grupo de donadores como el de pacientes fueron
mayoritariamente mujeres con sobrepeso, de manera tal que el incremento en los niveles de
adiponectina y leptina no podria explicarse por una variacion en la proporcion de grasa corporal,
sino mas bien seria respuesta a la actividad inflamatoria. En este estudio, también se observo
gue estas adipocitocinas parecias asociarse con etapas diferentes de la enfermedad temprana
para la adiponectina y tardia para leptina. Asimismo, también observamos una correlacion

positiva de los niveles de leptina con la citocina pro-inflamatoria IL-17A, mientras que los niveles
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mayores de adiponectina se asociaban de manera directamente proporcional con los niveles de

TNFa, con Factor Reumatoide y anti péptidos citrulinados ciclicos (aCCP).

La relacion fisiologica entre leptina e IL-17, nos parece particularmente interesante, ya
que hasta ahora, no hay evidencia clara de esta relacion. En este sentido, su confirmacién en
un sistema controlado posibilitaria una gama de otros estudios para caracterizar la via de
regulacion entre la leptina y una citocina pro-inflamatoria tan relevante en el area clinica como
IL-17. Por otro lado, nuestra propuesta de que adiponectina tendria un papel pro-inflamatorio
en la inflamacién por artritis ha sido propuesto por otro grupo de investigacion, lo que pondria

en perspectiva un nuevo enfoque de estudio de esta adipocitocina.

Ademas de comprobar la potencial contribucién clinica de las adipocitocinas en la AR,
es fundamental caracterizar el efecto de cada una de estas moléculas sobre la respuesta celular
de los linfocitos T, que son células de gran importancia en la enfermedad. De igual manera, el
estudio de las adipocitocinas en el perfil inflamatorio ha sido caracterizado en gran medida en
estas células inmunes, con el fin de poder sugerir nuevos blancos potencialmente terapéuticos
en pacientes con AR.

En ese sentido, nuestro interés en el presente estudio se centra en evaluar los eventos
de muerte celular, activacion, proliferacion y los perfiles de expresion de citocinas en linfocitos
T derivados de sangre periférica (LTSP) y células mononucleares de sangre periférica (MN)
inducidos por estas adipocitocinas. Ademas de obtener un perfil global de los efectos celulares

y su actividad clinica.
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3 HIPOTESIS

H1: Las adipocitocinas (leptina y adiponectina) induciran efectos diferenciales sobre la
estimulacion celular (activacion y secrecion de citocinas), la diferenciacién y la sobrevivencia de
células mononucleares y linfocitos T derivados de sangre periférica de donadores sanos y
pacientes con AR.

H1lo: Las adipocitocinas (leptina y adiponectina) no induciran efectos diferenciales sobre
la estimulacion celular (activacion y secrecion de citocinas), la diferenciacion y la sobrevivencia
de células mononucleares y linfocitos T derivados de sangre periférica de donadores sanos y
pacientes con AR.

H2: Los niveles séricos de las adipocitocinas leptina, adiponectina y resistina no se
asociaran con los niveles de citocinas inflamatorias (TNFa, IL-18, IL-6, e IL-17A), asi como con
la actividad clinica de pacientes con Artritis reumatoide.

H2o0: Los niveles séricos de las adipocitocinas leptina, adiponectina y resistina se
asociaran con los niveles de citocinas inflamatorias (TNFa, IL-13, IL-6, e IL-17A), asi como con

la actividad clinica de pacientes con Artritis reumatoide.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Caracterizar el efecto in vitro de Leptina y Adiponectina sobre la respuesta celular

(proliferacion, activacion, induccion de citocinas, diferenciacion y muerte celular) en células

mononucleares y linfocitos T derivados de sangre periférica de donadores sanos y pacientes

con AR, asi como evaluar la posible asociacion de los niveles circulantes de las adipocitocinas,

con citocinas pro-inflamatorias y actividad clinica de pacientes con AR.

4.2 Objetivos particulares

1.-

Evaluar el efecto de leptina y adiponectina sobre la proliferacion de células, mononucleares
y linfocitos T derivados de sangre periférica (LTSP).

Evaluar el efecto de leptina y adiponectina sobre la muerte celular y sobrevida de células
mononucleares y LTSP.

Evaluar el efecto de leptina y adiponectina sobre los eventos activacion de células
mononucleares y LTSP.

Evaluar el efecto de leptina y adiponectina sobre la diferenciacién Th1/Th17 de LTSP.
Evaluar los niveles séricos de las adipocitocinas leptina, adiponectina y resistina en
pacientes con AR.

Evaluar los niveles séricos de las citocinas proinflamatorias: TNFa, IL-183, IL-6, e IL-17.
Evaluar la asociacion estadistica entre los niveles de adipocitocinas, niveles de citocinas y

actividad clinica de pacientes con AR.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Disefio del estudio.

El estudio se dividié en dos partes: experimental (in vitro) y clinica (estudio transversal).
Para la primera parte, las técnicas se estandarizaron con muestras celulares de donadores de
banco de sangre, mientras que las células derivadas de pacientes con AR fueron empleadas
en los ensayos in vitro. Por su parte, el estudio clinico implicé el reclutamiento de donadores y
pacientes, la toma de una muestra de sangre en la visita basal y cuya evaluacion analitica fue

realizada de manera simultanea.

5.2 Colecta de muestras

5.2.1 Pacientes

Las muestras de sangre de los pacientes con AR se reclutaron en dos centros
hospitalarios: el Hospital General de Cuernavaca “José G. Parres” (2010-2014) y el Hospital
General de México (2006-2008), en colaboracion con los responsables del servicio de

Reumatologia, y en funcién de los criterios de inclusién y exclusion.

Los criterios de inclusion para este estudio fueron los siguientes:

1. Pacientes que hayan asistido a las consultas cotidianas en los hospitales citados.

2. Pacientes que hayan sido diagnosticados como AR, segun los criterios del ACR/EULAR
20190.

3. Pacientes que hayan voluntariamente aceptado participar en el presente estudio y donar una
muestra de sangre.

4. Pacientes que hayan voluntariamente aceptado determinar sus parametros corporales: peso
y talla.

5. Pacientes mayores de 18 afios y sin otras enfermedades inflamatorias u obesidad morbida.
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6. Pacientes con AR que reciban un tratamiento a base de FARMES y cuyo tratamiento no haya

sido modificado durante los ultimos tres meses previos al estudio

Los criterios de exclusion para este estudio fueron:

e Pacientes embarazadas o en periodo post-menopausico

Los criterios de eliminacion para este estudio fueron:
e Pacientes con muestras de sangre hemolizada o con resultados no consistentes entre
las repeticiones.

e Pacientes con expedientes clinicos incompletos.

5.2.2 Donadores.

Las muestras sanguineas de donadores fueron obtenidas con colaboracion del Centro
Estatal de la Transfusion Sanguinea (CETS) de Morelos. Con el fin de comparar grupos de
individuos con caracteristicas semejantes, se seleccionaron sélo aquellos donadores que
cumplieron con las siguientes caracteristicas: a) Asistir al CETS al servicio de donacién de
sangre; b) Aceptar voluntariamente participar en el presente protocolo de investigacion; c) Ser
de género femenino y con edad entre 30 y 60 afios; d) Estar sana y ser negativa para las
pruebas béasicas para la donacién de sangre (VIH, Hepatitis, Herpes, Brucella, etc.); €) No cursar
con enfermedades inflamatorias.

Las muestras de sangre de los pacientes se obtuvieron el mismo dia de la consulta y
evaluacion clinica de cada paciente, valoracion que fue almacenada en una base de datos Unica
y con acceso electronico por parte de los colaboradores (http://www.zoho.com).

La toma de sangre se realiz6 en vacutainer/EDTA estériles y, el mismo dia, se aisl6 el
plasma y las células mononucleares. Para su separacién en condiciones de esterilidad, la
sangre se traspaso a tubos de 15 ml estériles, y se centrifugaron durante 7 minutos a 1,500 rpm
(300 g) a temperatura ambiente. Se hicieron alicuotas del plasma y se almacenaron a -80° hasta

su analisis, permitiendo generar un banco de plasmas sanguineos para el estudio de las
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citocinas, asi como de los marcadores de la enfermedad (anti-PCC, factor Reumatoide). Con el
fin de evitar la contaminacion de las muestras una vez descongeladas, se afiadié 0.01% de
NaNs previo a su almacenamiento a 4°C.

Por otra parte, las células derivadas de las muestras sanguineas de los donadores sanos

y pacientes se purificaron segun viene descrito mas adelante.

5.3 Linea celular.

Para los ensayos de estandarizacion de las técnicas de activacion, proliferacion y muerte
celular se empled la linea celular Jurkat E6-1, la cual deriva de un linfoma humano y presenta
caracteristicas similares a los linfocitos T. Estas células fueron mantenidas en el medio RPMI
1640 Advanced (Invitrogen), €l cual es suplementado con el 3% de Suero Fetal Bovino (SFB),
(Invitrogen), el 1% de Antibidtico (estreptomicina, penicilina, Invitrogen) y 1% de L-Glutamina
(Invitrogen). Las células fueron incubadas a una temperatura de 37° C con 95/5% de aire/COz,
en una incubadora Nuaire US AUTOFLOW CO:2 water/Jacket. Durante todos los ensayos se
mantuvo una viabilidad cercana o superior al 95%, lo cual garantiza la reproducibilidad de los

ensayos.

5.4 Purificacion de células mononucleares derivada de sangre periférica.

Para la purificacion de la fraccion de células mononucleares, la sangre del donador sano
se diluyd en una relacion 1:1 con PBS estéril. A continuacion y de forma separada, en tubos
Falcon estériles, se agregaron 10 ml de Ficoll-Paque (Invitrogen) y, posteriormente, se agrego
la sangre diluida hasta alcanzar un volumen final de 35ml. Posteriormente se centrifugo la
sangre a 1250 rpm durante 50 minutos a temperatura 10°C sin freno. A continuacién, se extrajo
el anillo de células leucocitarias y se coloco en un nuevo tubo de centrifugacion estéril.
Posteriormente, estas células se lavaron 2 veces con PBS a 1500 rpm durante 6 minutos.
Finalmente, el numero y viabilidad celular fue determinado por la técnica de azul tripano y las

células resultantes fueron mantenidas en medio RPMI Advanced (3% de Suero Fetal Bovino
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(SFB), (Invitrogen), el 1% de Antibibtico (estreptomicina, penicilina, Invitrogen) y 1% de L-
Glutamina (Invitrogen), incubadas a una temperatura de 37°C con 95/5% de aire/COz2, en una
incubadora Nuaire US AUTOFLOW CO2 water/Jacket).

5.5 Purificacion de linfocitos CD4*.

Para la evaluacién de los ensayos de apoptosis, proliferacion y diferenciacion, se
purificaron los linfocitos T CD4* mediante el kit biotech # 130-096-533. Inicialmente, las células
mononucleares (CMN) derivadas de sangre periférica de pacientes fueron aisladas como se
indica arriba. Posterior a esta separacion, las CMN fueron lavadas y, a continuacion, se
bloquearon con suero fetal bovino al 2% por 30 minutos a 4°C. A continuacion, el boton celular
obtenido de la centrifugacion a 1250 rpm, se resuspendié en PBS y se incub6 con el cocktall
de anticuerpos del kit durante 30 minutos. Posteriormente, a las células incubadas, se les
agrego un buffer que contenia, PBS, 1%, BSA al 0.5% y 2 mM de EDTA y se incubaron una
vez mas, en refrigeracion 5 minutos mas. A continuacion, se agrego el cocktail con las perlas
magnéticas, las cuales identifican a las células CD4+ T, se procedio a incuba por 30 minutos
en refrigeracion. Después, se realizd a la separacion magnética, en donde, las columnas
(columna de separacién CS, Cat 130042401) previamente se prepararon con 3ml del buffer
antes mencionado, y se eluyeron, las células a las cuales se les incubo con las perlas
magnéticas, para finalmente lavar la columna y obtener los Linfocitos CD4+ purificados.
Finalmente, para verificar la purificacion, las células eluidas fueron evaluadas para los
marcadores de superficie CD3*/CD4*/CD8* (Biolegend Anti-human CD3 PE-Cy5/CD4 PE/CD8
FITC Cocktail cat #319001) y analizado citometria de flujo. Los linfocitos T CD4+ purificados
fueron mantenidos en medio RPMI Advanced (3% de Suero Fetal Bovino (SFB), (Invitrogen), el
1% de Antibiotico (estreptomicina, penicilina, Invitrogen) y 1% de L-Glutamina (Invitrogen),

hasta la realziacion de los experimentos in vitro.
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5.6 Ensayos de proliferacion celular

Para el analisis de eventos de proliferacion se utilizaron tanto células mononucleares
(CMN) derivadas de sangre periférica de donadores sanos como linfocitos T CD4* purificados.
Para la evaluacion de la capacidad proliferativa se emple¢ la técnica de MTT, donde se emple6
el reactivo MTS (Promega), lo cual permite la generacion de formazan en las células
metabdlicamente funcionales sin los ciclos de lavado que pueden favorecer la pérdida de
células y, por ende, alteracién de los resultados. En ensayos preliminares se valoré que 1x104
células por pozo (200 ul de volumen final), permitian un desarrollo de color por debajo de un
valor de DOago nm Saturante. En este sentido, los ensayos de estimulacion se realizaron en
idénticas condiciones a las descritas arriba, salvo que 4 horas previas al tiempo de incubacion,
se adicionaron 100 pl de la solucion de MTS por pozo de una caja de 96 pozos y se permitio
gue continuara la incubacion. Finalmente, al tiempo de cosechar, la reaccion se detuvo por la
adicion de SDS al 10% y se determino la DO4gonm pocos minutos después en un lector de placas
Ultramark (Bio Rad).

5.7 Determinacion de marcadores de activacion: CD69, CD25 y CD45

Para la determinacion de los marcadores de activacion CD25 y CD69, 1x10° células CMN
de donadores fueron estimuladas en experimentos en paralelo con: a) PHA a [1 pug/ml]; b)
Leptina [50 ng/ml] y c) adiponectina [2.5 ng/ml] por 24 hrs. Una vez transcurrido cada tiempo
de incubacion, las células se lavaron y se les agreg6 una solucion de fijacion con suero al 2%
por 30 minutos a 4°C. A continuacion, el boton celular obtenido tras su lavado y centrifugacion
se resuspendid en una solucién de bloqueo en presencia de los anticuerpos a-CD25-FICT
(1:800, cat 304D11) y a-CD69_PE (1:800, cat 316904) o CD45 y se incubo por 30 minutos en
hielo. Posteriormente, se volvieron a lavar para eliminar el pegado inespecifico y se fijaron con
PFA al 2% y se almacenaron a 4C y en la obscuridad hasta su posterior analisis por citometria

de flujo.
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5.8 Determinacion de la activacion DE STATS3.

Para la determinar la activacion de la via de STAT3, evaluamos los niveles de
fosforilacion de STAT3 por la técnica de western blot de las células mononucleares tras su
incubacion con leptina recombinante a una concentracion de 25 [ng/ml] por 3 hrs. Para su
evaluacion se empleo el sistema de SDS-PAGE/WESTERN, empleando geles de poliacrilamida
al 8 % y una camara Miniprotean 3 Cell (BIO-RAD). Previo a la electroforesis, la concentracion
de proteina de los lisados celulares se determind por el método de Bradford, empleando
albumina (BSA) (AMRESCO) para la curva patron y en ensayos por duplicado.

En base a experimentos preliminares y de acuerdo a trabajo previo del grupo de
investigacion, se ajusto la cantidad de proteina total a 30 ug por carril y por condiciéon. En este
sentido, el volumen correspondiente a 30 ug de proteina fue desnaturalizado en “sample buffer”
(0.5 M Tris-HCI pH 6.8, glicerol al 4%, SDS 10%, azul de bromofenol 0.5% w/v y 0.05% B-
mercaptoetanol) y las muestras se calentaron por 5 min a 95°C por 5 minutos en un bafio seco
(Barnstead/Termolyne). Las muestras se corrieron a 40 mA constante utilizando la fuente de
poder EPS 301 (Amershan Pharmacia Biotech).

Seguido a esto, las proteinas contenidas en el gel se transfirieron a membrana de
nitrocelulosa 0.2 mM (BIO-RAD), en las condiciones recomendadas por el proveedor. A
continuacion, la membrana de nitrocelulosa se incub6 por una hora con el buffer de bloqueo
con leche descremada (TBS, 0.05% Tween20, 5% w/v leche descremada) o con una solucién
de bloqueo con albumina (BSA al 1% en TBS/Tween 0.05%). Posteriormente, se realizaron
tres lavados de 5 minutos cada uno con TBS/Tween20 (0.05%) y las membranas se incubaron
durante toda la noche a 4 °C, con los diferentes anticuerpos primarios (Santa Cruz
Biotechnology): 1) a-actina (sc-1615), 2) STAT3 (sc-8059), 3) p-STAT3(sc-482), diluidos en la
solucion de blogueo. Al dia siguiente, las membranas se lavaron con la solucion TBS/Tween-
20 3 veces durante cinco minutos cada uno y a continuacion se incubaron por 1 hr con el
anticuerpo secundario correspondiente: a) anti-raton (Santa cruz Biotechnology sc-2005), b)

anti-conejo (abcam, ab 7083), c) anti-cabra (Santa cruz Biotechnology sc-2354), todos los
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anticuerpos secundarios acoplados a la proteina peroxidasa de rabano (HRP). Finalmente,
después de los lavados con TBS/Tween-20, las membranas se incubaron por 1 min con reactivo
Western lightning chemiluminescence Reagent Plus (Perkin Elmer) y la imagen de
quimioluminiscencia fue obtenida en una camara ChemiDoc XRS (BIORAD). Los andlisis
densitométricos fueron realizados con el software Quantity One v.4.5.1 (Bio Rad), empleando
la misma area en mm? para la comparacion de pixeles. En todos los casos, se evaluaron 2-3

ensayos independientes y los resultados se presentaron como el media + desviacion estandar.

5.9 Evaluacién de lainduccion de la expresion de RORyT.

Para la determinacién de la induccién del factor de transcripcién RORyT, los linfocitos T
CD4* fueron incubados con leptina (50 ng/ml) por 7 dias; cada tercer dia las células recibieron
el estimulo con la adipocitocina. Por otro lado, a manera de control, se estimularon linfocitos
CD4+ para promover una respuesta TH17, con IL-6, IFNy, y TGF(. La evaluacion se hizo por la
técnica de SDS-PAGE/WESTERN, en geles de poliacrilamida al 8 % y empleando una cdmara
Miniprotean 3 Cell (BIO-RAD). Previo a la electroforesis, se determind la concentracion de
proteina de los lisados celulares y se cargaron 30 ug de proteina total por condicion, como se
describe antes. Asimismo, las muestras se calentaron por 5 min a 95 °C en “sample buffer” en
un bafo seco (Barnstead/Termolyne) y los geles se corrieron a 40 mA de corriente constante
utilizando la fuente de poder EPS 301 (Amershan Pharmacia Biotech).

Seguido a esto, las proteinas contenidas en el gel se transfirieron a membrana de
nitrocelulosa 0.2 mM (BIO-RAD), en las condiciones recomendadas por el proveedor. A
continuacion, la membrana de nitrocelulosa se bloqueo por una hora con la solucion de leche
descremada (TBS, 0.05% Tween20, 5% w/v leche descremada) o con una solucion de albumina
(BSA al 1% en TBS/Tween 0.05%). Posteriormente, se realizaron tres lavados de 5 minutos
cada uno con TBS/Tween20 (0.05%) y las membranas se incubaron durante toda la noche a
4°C, con los diferentes anticuerpos primarios: 1) a- actina (sc-1615), 2) RORyT (biolegend),

diluidos en la solucién de bloqueo.
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Al dia siguiente, las membranas se lavaron con la solucion TBS/Tween-20 3 veces
durante cinco minutos cada uno y, a continuacion, se incubaron por 1 hr con el anticuerpo
secundario correspondiente: a) anti-cabra (Santa cruz Biotechnology sc-2354) anti-ratén (Santa
cruz Biotechnology sc-2005), todos los anticuerpos secundarios acoplados a la proteina
peroxidasa de rdbano (HRP). Finalmente, después de los lavados con TBS/Tween-20 3 veces,
las membranas se incubaron por 1 min con reactivo Western lightning chemiluminescence
Reagent Plus (Perkin Elmer) y la imagen de quimioluminiscencia fue obtenida en una camara
ChemiDoc XRS (BIORAD). Los analisis densitométricos fueron realizados con el software
Quantity One v.4.5.1 (Bio Rad), empleando la misma area en mm? para la comparaciéon de
pixeles. En todos los casos, se evaluaron 3 ensayos independientes y los resultados se

presentaron como el media + desviacion estandar

5.10 Determinacion de resistencia a la muerte celular

Para la determinaciéon de la muerte celular, 1x108 células CMN fueron incubadas, en
paralelo, con diferentes tratamientos durante un periodo de 24 hrs: a) etopésido; b) leptina c)
adiponectina d) H202; e) galectina. Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento, las células
fueron lavadas 3 veces y se les agreg6 un buffer de unién a una concentracion celular de 106
células/ml, se agregaron 5 ml de una dilucion 1:2000 de YO-PRO (Molecular Probes-Invitrogen)
y se incubaron a temperatura ambiente en oscuridad durante 20-30 minutos. Posteriormente,
se agregaron 400 pl de la solucion de union y 5 pl de la dilucién 1:400 de ioduro de Propidio
(Molecular Probes-Invitrogen), inmediatamente después, las células fueron analizadas por
citometria de flujo, registrando el canal de FITC para el registro de YO-PRO, mientras que el

canal de PE se emple6 para el registro de ioduro de propidio.
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5.11 Optimizacion de protocolos de cuantificacién por ELISA.
En este estudio se utilizé la técnica de ELISA para determinar los niveles de Leptina,

Adiponectina, Resistina, IL-2, IL-17, IL-6 y TNFa en el plasma en donadores y pacientes con

AR. El principio de la técnica es mostrado en la Figura 14.
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Figura 14. Protocolo general de latécnica de ELISA. Inicialmente, se incuba la placa de 96 pozos con la dilucién
de plasma, permitiendo el acoplamiento, entre otras, las citocinas en estudio (representado por puntos rojos).
Posteriormente, se bloquea los espacios no ocupados por las citocinas. A continuacion, se incuba con el anticuerpo
especifico de la citocina en cuestion (en amarillo) y se lava el exceso de anticuerpo. Luego se agrega un anticuerpo
secundario acoplado con la enzima HRP (asterisco azul). Finalmente, se agrega el sustrato de la enzima, lo cual
genera un cambio de color, que puede cuantificarse en el lector de ELISA.

En la Figura 15 se esquematiza el disefio general de los ensayos por ELISA empleados

para la evaluacion de todas las muestras plasmaticas. El volumen para cada pozo fue de 100 pl.

51



[—]
= =
==
ot | =
=
= | O
= =
[ =]
2| E|E
=55
@|olo
i
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
e m T m —E - ww Ew T i rm — e e = |
r Y ¥ b ¥ Y ; Y Y f i
EAERSBHaE T BRE D
B Y- -1 ! F‘I" ¥ "ll 11. B CURVA
| \ i k i i ; i A | 3 i
| cEa A s Eares edsea B Ew o Ew o PATRON
i aon TR G R e S G Y
o o S I WY N O (X Y e O
e A T T - T )
D ¥ Y L y | b L ] ¥ ¥ ¥ Y ¥ ¥
LA i A A A A A b A A A i
Y ¥ Y % Y Y Y Y .o
ARSI RGP R
Er Y Y Y Y Y Y Y Yy Yys i TRIPLICADD
A & A | L] A & A [}
l-n---I mw e mew e wew o wow ol A e I--i" | HUESTRH
I / Y Y Y Y Y Y Y y
G | A A A I | : : A A A R |
i ..r." '.""_. ‘- xr, -.'.- N .(.- |
H 3 A A I _] i L} A A } }_ . A |

FIGURA 15. Disefio general de los ensayos para cuantificacién de citocinas por ELISA. Se muestra la region
reservada para la curva estdndar y los pozos destinados en las muestras plasméticas.

5.11.1 Pre-Incubacion

A los pozos A a C de la columna 1 (Figura 15), se le agreg6 100 ul de NaHCOs y fueron
considerados como el blanco del sistema. El control negativo (pozos A, By C de la columna 2)
estuvo constituido por plasma control en presencia de anticuerpo irrelevante (Un anticuerpo con
el que se asegurara que no hubiera un falso positivo). Por su parte, en el control positivo se
utilizé el plasma control, correspondiente a una muestra de donador, en presencia del
anticuerpo especifico. Con el fin homogeneizar los resultados entre placas, se conservo el
mismo plasma control para todos los ensayos. Asimismo, la curva patrén sirvid para
estandarizar los resultados generales. Finalmente, las muestras de donadores y pacientes se
distribuyeron en el resto de los pozos (D-H, 1-12), en ensayos por triplicado. Una vez que se
adicionaron las muestras de plasma, se sello la caja con plastico y se almaceno durante toda la

noche a 4°C.
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Para cada determinacion se emplearon ensayos por triplicado, donde el resultado de cada
muestra correspondio al promedio * desviacion estandar. La concentracion de las citocinas fue

determinada por la interpolacion en curva patrén.

5.11.2 Bloqueo y primer anticuerpo

Posteriormente a la incubacién en frio, se lavaron las placas 3 veces con 200 pl de
amortiguador de lavado (PBS, Tween-20 0.05%). Después de cada lavado se removio el exceso
de amortiguador, golpeando la placa sobre un papel absorbente. A continuacion, se bloquearon
los pozos por la incubacion con 100 ul/pozo de una solucién de leche descremada al 5% en
buffer de lavado (amortiguador de bloqueo) durante 1 hora a temperatura ambiente.

Al finalizar la incubacion, se volvieron a lavar las placas 4 veces con buffer de lavado.
Posteriormente, se agregaron 100 ul de una solucién del anticuerpo especifico para la citocina
(primer Anticuerpo), (véase Resultados) en la solucién del amortiguador de bloqueo. El primer

anticuerpo se incubé durante una hora a temperatura ambiente.

5.11.3 Anticuerpo secundario

A continuacion, los pozos se lavaron 4 veces con el amortiguador de lavado y, después,
se adicion6 la solucion del anticuerpo secundario, los cuales se encuentra acoplado a la
peroxidasa de rdbano (HRP). De igual forma que el primer anticuerpo, la solucién del segundo
anticuerpo se hizo con amortiguador de bloqueo y se agregaron 100 pl de esta solucion en cada

pozo, donde se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente.

5.11.4 Revelado

El siguiente paso consistid en incubar con 100 pl de ABTS (Sigma) por 40 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, se determiné la densidad éptica (DO) de los
pozos correspondientes a la curva estandar y las muestras de pacientes en el espectrofotometro

Epoch (formato de placas) a 405 nm, con correccion de 650 nm de longitud de onda.
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5.12 Evaluacién de niveles plasmaticos de adipocitocinas y citocinas.

5.12.1 ELISA para Leptina

Para la determinacién de los niveles de leptina, se realizaron ensayos con diferentes
diluciones de plasma, concluyendo que la mejor condicién fue que la dilucién de plasma
sanguineo nos dio las mejores lecturas fue de 1:8000. Por eso, para todos los ensayos de
determinacién de leptina se agregaron 100 ul de plasma 1:8000 en buffer de NaHCOs. Tanto
los plasmas de donadores como de pacientes fueron diluidos de igual manera para determinar
los niveles de leptina en sangre.

Como se explico en el protocolo general (arriba), las muestras de plasma fueron incubadas
durante toda la noche a 4°C en la placa de 96 pozos. Posterior al periodo de blogueo, se
adicion6 como primer anticuerpo ObA-20 (rabbit polyclonal IgG 200 pg/ml, Santa Cruz Biotech)
a una dilucién de 1:800 en solucién con leche descremada, y se incubd en cada pozo de la
placa durante 1 hora. A continuacion, tras los lavados en solucion de PBS-Tween-20, se
adicion6 como anticuerpo secundario anti-lgG de conejo-HRP (Santa Cruz) a una dilucion final
de 1:500 en leche al 5% en PBS-Tween-20. La reaccion colorida y su evaluacion se realizo en
las condiciones descritas en la seccién anterior.

Para la determinacion de la concentracion de leptina, se establecio una curva patrén con
leptina recombinante humana (Sigma. Cat: 195807, Lot: 6424H 500 UG.) con concentraciones
crecientes desde 10 hasta 60 ng. De esta curva se obtuvieron las siguientes constantes: m=
0.001175y b= 0.0218, (n= 3).

5.12.2 ELISA para Adiponectina

En el proceso de estandarizacion, se observé que la dilucion de plasma 1:25,000 en
amortiguador de carbonatos pH 9.3 nos dio resultados reproducibles y sensibles. Por su parte,
el primer anticuerpo empleado fue anti- Acrp30 (goat policlonal IgG 200 ug/ml, clona G17, Santa
Cruz Biotech). Este anticuerpo se empled a una diluciéon de 1:1000 en leche al 5% en PBS-
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Tween-20, y se adicionaron 100 pl de la solucion en cada pozo de la placa durante 1 hora.
Posteriormente, tras los lavados en solucion de PBS-Tween-20, se adiciond el anticuerpo
secundario correspondiente a anti-IgG de cabra-HRP (Santa Cruz Biotech) a una dilucion final
de 1:1000 en leche al 5% en PBS-Tween-20 finalmente, se revelo con ABTS.

Para la determinacion de la concentraciébn de Adiponectina, se establecié una curva
patron con Adiponectina recombinante humana (PeproTech. No. Cat. 450-24. Lot
1107331k2007) con concentraciones crecientes de 1 hasta 10 ng. De esta curva se obtuvieron

las siguientes constantes: m= 0.04542 y b= 0.0899 (n= 3) y nivel de sensibilidad:

5.12.3 ELISA para Resistina.

Para la determinacion de los niveles de esta citocina, se observé que la dilucién de plasma
1:50,000, nos dio resultados reproducibles y sensibles. Para lo cual se agregaron 1 pl de plasma
en 12.5 ml de NaHCOs, seguida de una dilucion en cantidades equitativas (700 ul de dilucion
de suero:700 ul de NaHCO3), para obtener una dilucién de 1:25,000, de igual forma se hizo la
siguiente dilucién, la cual nos permitio llegar a la dilucion deseada, 1:50000. Tanto los plasma
de donadores y pacientes fueron diluidos exactamente igual para determinar los niveles de
resistina en sangre. Como se explicé antes, las muestras de plasma fueron incubadas durante
toda la noche a 4°C, para posteriormente, lavar con el buffer de lavado y bloquear en solucién
de leche descremada al 5% en PBS-Tween-20. El primer anticuerpo (anti-resistina, mouse
monoclonal IgGi 200 pg/ml) se preparo a una dilucion de 1:1000 en leche al 5% en PBS-Tween-
20, y se agregaron 100 pl de la solucion en cada pozo de la placa durante 1 hora.
Posteriormente, tras los lavados en solucion de PBS-Tween-20, se adicioné el anticuerpo
secundario (anti-lgG de mouse-HRP, Santa Cruz Biotech) a una dilucion final de 1:1000 en
leche al 5% en PBS-Tween-20 a una dilucion final de 1:1000 en leche al 5% en PBS-Tween-
20. Finalmente, se revelo con ABTS.

Como se menciond en el protocolo para ELISA indirecta se obtuvo una reaccion la cual

fue leida a través del lector de placas de ELISA, para posteriormente realizar su analisis. Para
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la determinacion de la concentracion, se prepar6 una curva patron con Resistina recombinante
humana (PeproTech. Cat.# 450-19. Lot# 0604235 D3007) con concentraciones crecientes de
0.1 hasta 2ng. De esta curva se obtuvieron las siguientes constantes: m = 0.07621 y b = 0.08905
(n = 3) y nivel de sensibilidad.

5.12.4 ELISA para TNF a.

Para la determinacion de los niveles de esta citocina, en pacientes con AR y donadores
se empled una dilucién de 1:6,000 del plasma. Para lo cual se agregaron 1 pl de plasma en
12.5 ml de NaHCOgs, seguida de dos diluciones seriadas (700 ul de dilucion de suero:700 pl de
NaHCOs3). Tanto los plasmas de donadores y pacientes fueron diluidos exactamente igual para
determinar los niveles en sangre. En este caso, el primer anticuerpo (anti-TNF-a, goat polyclonal
lgG 200 pg/ml) se preparé a una dilucion de 1:600 en leche al 5% en PBS-Tween-20, y se
agregaron 100 ul de la solucion en cada pozo de la placa durante 1 hora. Posteriormente, tras
los lavados en solucion de PBS-Tween-20, se adicioné el anticuerpo secundario (Donkey anti-
IgG de goat-HRP, Santa Cruz) a una dilucién final de 1:1000 en leche al 5% en PBS-Tween-20.
Finalmente, se revelo con ABTS.

Para la determinacion de la concentracion, se prepar0 una curva patron con TNF-a
recombinante humana (PeproTech. No: Cat# 300-01A. Lot# 0604CY25 K155) con
concentraciones crecientes de 1 hasta 8 ng. De esta curva se obtuvieron las siguientes
constantes: m = 0.1844 y b = 0.09172 (n = 3) y nivel de sensibilidad.

5.12.5 ELISA para IL-2.

Se prepar6 una curva de calibracion empleando IL-2 recombinante (Santa Cruz Biotech)
desde 0.1 hasta 9 ng/ml en NaCOs, pH 9.6. Los sobrenadantes de cultivo fueron resuspendidos
en NaCOs en una dilucion 1:1. La curva y los sobrenadantes se colocaron en una placa de 96

pozos y se incubaron toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron 1 vez con PBS-Tween
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0.05% y se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con solucion de leche
descremada. Posteriormente, se lavaron los pozos dos veces con PBS-Tween 0.05% y se
incubaron por 1 hora a TA con anticuerpo primario a-IL-2 (Santa Cruz Biotech, clone F-13),
diluido 1:1000 en solucion de bloqueo. Posterior a sus lavados con PBS-Tween 0.05%, se
incubaron por 1 hora a temperatura ambiente con a-lgG goat-HRP (Jackson), diluido 1:1000 en
solucion de bloqueo. Finalmente, se lavaron los pozos 2 veces con PBS-Tween 0.05% y se
incubaron por 1 hora con ABTS (MilliPore). Finalmente, la placa se determin6 la DOaosnm. Se
determind la concentracion de los sobrenadantes utilizando la regresion lineal de la curva de
calibracion. FALTA ALGO COMO ESTO: De esta curva se obtuvieron las siguientes constantes:
m =0.1844 y b =0.09172 (n = 3) y nivel de sensibilidad:

5.12.6 ELISA para IL-6.

Para la determinacion de los niveles de esta citocina, en pacientes con AR y donadores
se empled una dilucion de 1:6,000 del plasma. Para lo cual se agregaron 1 pl de plasma en 6
ml de NaHCOs. Tanto los plasmas de donadores como de pacientes fueron diluidos de igual
manera para determinar los niveles de IL-6 en sangre.

Como se explico en el protocolo general (arriba), las muestras de plasma fueron incubadas
durante toda la noche a 4°C, para su absorcién al plastico. Al dia siguiente, se lavaron los pozos
con solucién de lavado y se bloque6 con solucion de leche descremada al 5% en PBS-Tween-
20.

El primer anticuerpo (anti IL-6, mouse policlonal IgG 200 pg/ml, Santa Cruz Biotech) se
preparé a una dilucién de 1:800 en solucién de bloqueo (leche descremada al 5% en PBS-
Tween-20) y se agregaron 100 pl de la solucion en cada pozo de la placa durante 1 hora.
Posteriormente, tras los lavados en solucion de PBS-Tween-20, se adiciond el anticuerpo
secundario (anti-lgG de conejo-HRP, Santa Cruz) a una dilucion final de 1:1000 en solucion de
bloqueo. Finalmente, se revelo con ABTS.

Para la determinacion de la concentracion de IL-6, se prepard una curva patrén con IL-6
Recombinante humana (Prepotech Sigma. Cat: 200-06 Lot: 0203B16 F2508.) con
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concentraciones crecientes de 0.1 hasta 6 ng. De esta curva se obtuvieron las siguientes
constantes: m=0.001175y b = 0.0218, (n = 3).

5.12.7 ELISA para IL-17.

Para la determinacion de los niveles de esta citocina, en pacientes con AR y donadores
se empled una dilucion de 1:8,000 del plasma, para lo cual se agregaron 1 pl de plasma en 8
ml de NaHCOs. Tanto los plasmas de donadores como de los pacientes fueron diluidos de igual
manera para determinar los niveles de la citocina en sangre.

Como se explico en el protocolo general (arriba), las muestras de plasma fueron incubadas
durante toda la noche a 4°C, para su absorcion. Al dia siguiente, se lavaron los pozos con
solucién de lavado y se bloqued con solucién de leche descremada al 5% en PBS-Tween-20.

El primer anticuerpo (a IL-17, rabbit policlonal IgG 200 pg/ml) se preparé a una dilucion de
1:800 en solucién de bloqueo (leche descremada al 5% en PBS-Tween-20), se agregaron 100
pl de la solucion a los pozos y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, tras los lavados en solucion de PBS-Tween-20, se adiciond el anticuerpo
secundario (anti-lgG de conejo-HRP, Santa Cruz Biotech) a una dilucién final de 1:500 solucién
de bloqueo. Finalmente, se revelo con ABTS.

Para la determinacion de la concentracion de IL-17, se prepard una curva patrén con IL-
17 humana (Peprotech. Cat:200-17 Lot: 03284) con concentraciones crecientes de 1 hasta 32

ng. De esta curva se obtuvieron las siguientes constantes: m = 0.005273y b = 0.1522 n= 3.

5.13 Evaluacion clinica

La valoracién clinica de los pacientes se realizd en base a los criterios internacionales
(ACR1987), de acuerdo al indice de actividad conocido como DAS28, el cual es internacionalmente
empleado en el campo de la reumatologia clinica por que describe las alteraciones inflamatorias y
dolorosas de 28 articulaciones representativas del paciente con AR; al tiempo que considera una

evaluacién de laboratorio (velocidad de sedimentacion globular). Esta evaluacién fue realizada con la
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colaboracién por el Dr. Daniel Xibille, encargado del Servicio de Reumatologia del Hospital General de

Cuernavaca “José G. Parres” para todos los pacientes.

5.14 Anédlisis estadistico

Se empleod estadistica descriptiva con media y desviacion estandar de 3 experimentos
independientes, para el estudio in vitro. Para la determinacion de diferencias entre grupos se
empled la prueba de Mann Whitney para variables continuas y sin distribucion normal. Para los
analisis de correlacion entre adipocitocinas, citocinas y actividad clinica, se empled la prueba
de Spearman, considerando como significativa una p<0.05%. Los analisis estadisticos se

realizaron empleando el programa estadistico Prism v.5.0.1 y v.7.0.1 (GraphPad Inc.).
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6. RESULTADOS

6.1. Estudio in vitro

6.1.1. Generalidades de donadores y pacientes

En la caracterizacidén de los marcadores celulares y su relacion con las adipocitocinas se

emplearon muestras derivadas de 30 pacientes con AR y 30 donadores sanos. Como se puede

ver en la Tabla IV, tanto en pacientes como donadores, fue mucho mas frecuente el género

femenino y en promedio era individuos con sobrepeso; sin embargo, estadisticamente los dos

grupos fueron similares. Al comparar la edad de los individuos observamos que el grupo de

pacientes fue significativamente mayor que el grupo de donadores.

Tabla 4.-Datos generales de donadores sanos y pacientes.

Pacientes Donadores p
(n =30) (n =30)

Género (F/M) 28/2 25/5 --
Edad(DE?) 42 (11.0) 33.9 (8.74) <0.0532
IMCP(DE) 27.7 (3.92) 28.2 (4.21) Ns
DAS28 (DE) 4.12 (1.22) -
Leptina [ng/ml] (DE?®) 0.20 (0.059) 0.27 (0.06) <0.0001
Adiponectina [ng/ml (DE] 144.9 (80.24) 95.37 (19.42 <0.05

. aDesviacion estandar; ,IMC, indice de masa corporal.

Por su parte, los pacientes en promedio tuvieron un indice de actividad promedio de 4.12

(DAS28), que supone una actividad moderada, de acuerdo a la clasificacion del ACR/EULAR,

2010. Como se discutira en la segunda parte de este estudio, también las muestras plasmaticas

de estos individuos se emplearon para valorar las concentraciones de leptina y adiponectina.
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Como se puede observar, los niveles fueron significativamente diferentes entre ambos grupos,
pudiendo resaltar que los niveles de leptina fueron mayores en los donadores, en comparacion
con los pacientes y esto, para ser contrario, a los resultados de la segunda parte de este estudio

(ver Discusién).

6.1.2. Efecto sobre la proliferacién celular
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Figura 16.- Induccidn de la proliferacion por efecto de tratamiento de PHA sobre células mononucleares
derivadas de sangre periférica de donadores y pacientes. 1x104células CMN de donadores y pacientes fueron
incubadas por 48 hrs! de PHA [10 pug/ml. Posteriormente, se empled la técnica de MTT y se determiné la OD490nm
de los controles y los tratamientos (ver Metodologia). Debido a la heterogeneidad de las lecturas, se determiné
para Respuesta proliferativa como el cociente entre la OD490nm del control y el experimental. Las barras blancas
corresponden a los donadores, mientras que las barras grises corresponden a los pacientes. Se presentan las
medias y desviaciones estandar de 6 ensayos independientes.

En la Figura 16 podemos observar que la incubacién con de PHA (10 pg/ml) induce de
manera significativa la proliferacion de las células CMN tanto de donadores como pacientes con
AR.

En la Figura 17 se observa, en el mismo sistema experimental, la incubacién con leptina
o adiponectina ocasion6 una fuerte induccién de la proliferacion de las células CMN tanto de
donadores como de pacientes, en relacion con el efecto obtenido con PHA. Un aspecto que nos

interesa resaltar es el hecho de que el efecto proliferativo relativo fue estadisticamente mayor
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para las células CMN derivadas de pacientes con AR, en comparacion con aquellas derivadas
de donadores (p<0.01); lo cual parece sugerir que las células de los pacientes muestran mayor

sensibilidad a estimulacion de la proliferacion.

[ Donador

i *%*
40 - [ Paciente

3.0 1

2.0 1

1.0 1 .

Control Leptina Acrp30

Respuesta Proliferativa

Figura 17.-Efecto proliferativo de tratamiento de leptina y adiponectina sobre células CMN de donadores y
pacientes con AR. 1x10* células CMN de donadores y pacientes fueron incubadas por 48 hrs de leptina (50
[ng/ml]), adiponectina (2.5 [ng/ml]). Posteriormente, se empleod la técnica de MTT y se determiné la OD490nm de
los controles y los tratamientos (ver Metodologia). Debido a la heterogeneidad de las lecturas, se determiné para
Respuesta proliferativa como el cociente entre la ODasoonm del control y el experimental. Las barras blancas
corresponden a los donadores, mientras que las barras grises corresponden a los pacientes. Se presentan las
medias y desviaciones estandar de 6 ensayos independientes. Las diferencias entre grupos entre respuesta de
células de donadores y pacientes fueron evaluadas por la prueba Mann Whitney (no paramétrica). Se consider6
como significativa una p<0.05 de 6 ensayos independientes.

Por otro lado, al comparar entre los tratamientos con adipocitocinas, se podria sugerirse
gue la induccion de la proliferacion fue mayor con leptina, en comparacion a adiponectina. Sin
embargo, este efecto s6lo se observd en células de pacientes y s6lo comparé el empleo de una
concentracion de las adipocitocinas.

Por otro lado, es bien conocido que la fraccion de células CMN incluye varias poblaciones
celulares, las cuales pueden variar en proporcion entre individuos, asi como efecto del proceso
patolégico. En esas condiciones, resulta entonces necesario verificar estos resultados con una
poblacién mas homogénea de células. Con ese objetivo, se procedid a purificar los linfocitos T

CD4+ tanto de donadores como de pacientes con AR (ver Metodologia). Como se puede
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observar en la Figura 18, el porcentaje de células CD4+/CD8- obtenidas por purificacion
magnética y derivadas de sangre periférica de donadores y pacientes fue cercana al 90%, lo
cual permite sugerir que los efectos obtenidos se podran adjudicar fundamentalmente a los
linfocitos T CDA4.
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Figura 18.- Evaluacién del enriquecimiento de linfocitos T CD4* derivados de sangre periférica de
donadores Posterior al aislamiento por el kit de purificacion magnético, la homogeneidad de la fraccién obtenida
fue verificada por citometria de flujo para los marcadores CD4 y CDS8.

Al repetir los ensayos de incubacion con adipocitocinas, pero ahora con una fraccion
enriquecida de linfocitos T CD4+ observamos en la Figura 19 que tanto la leptina como
adiponectina siguieron induciendo un efecto proliferativo en méas de 2 veces, con respecto al
control e incluso que el tratamiento con PHA, pero cuantitativamente menor que el obtenido con
la fraccion de CMN (Figura 17). Sin embargo, al comparar entre las células de donadores y
pacientes, pudimos confirmar que los linfocitos T CD4+ de los pacientes con AR mostraron una
sensibilidad significativamente mayor que los donadores, de manera similar a lo observado con
la fraccion de células CMN (ver Figura 17). Sin embargo, esta diferencia de sensibilidad entre
células de donadores y pacientes, no se confirmo para el tratamiento con adiponectina; en este
caso, observamos (Figura 19) que la incubacidon con adiponectina indujo un incremento de la
proliferacion, que, aunque cuantitativamente mayor en el caso de linfocitos T CD4 de los

pacientes, no se alcanzé una diferencia estadistica significativa (p= 0.1000).
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Figura 19.- Induccién de la proliferaciéon de linfocitos T CD4+ de donadores y pacientes por efecto de
Leptina y Adiponectina. 1x10* linfocitos T CD4+ derivados de sangre de donadores y pacientes con AR fueron
incubadas en condiciones control, con leptina o con adiponectina. Posterior a 48 hrs de incubacién, se evalud la
respuesta proliferativa relativa. Las diferencias entre grupos entre respuesta de células de donadores y pacientes
fueron evaluadas por la prueba Mann Whitney (no paramétrica). Se consideré como significativa una p<0.05 de 6
ensayos independientes.

Como una medida de confirmar que el efecto de induccion de leptina sobre los linfocitos
T CD4 erareal, se realizaron ensayos a diferentes concentraciones de esta adipocitocina. Como
se muestra en la Figura 20, la leptina muestra una respuesta proliferativa dependiente de la
concentracion, ya que no mostrd un efecto diferente a las condiciones control a 10 ng/ml, pero
a las concentraciones de 25 y 50 ng/ml se observaron incrementos significativos con relacion al
control y entre ellos.

Como se puede observar la magnitud de la proliferacion en Linfocitos CD4+ tiene un

comportamiento dosis dependiente con respecto a la concentracién de Leptina.
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Figura 20.- Induccién de la proliferacién de linfocitos T CD4+ es dependiente de laconcentracién de leptina.
1x104 linfocitos T CD4* derivados de sangre de donadores y pacientes con AR fueron incubadas en condiciones
control o con diferentes concentraciones de leptina (10, 25 y 50 ng/ml). Posterior a 48 hrs de incubacion, se evalu6
la respuesta proliferativa relativa. Las diferencias entre grupos entre las diferentes estimulaciones fueron evaluadas
por la prueba Mann Whitney (no paramétrica). Se consider6 como significativa una p<0.05 de 6 ensayos
independientes.

Por otro lado, y con el objetivo de saber si la susceptibilidad a proliferar como efecto de
leptina 0 adiponectina esta relacionado con la actividad clinica de los pacientes de los cuales
derivaron las células, se realiz6 un analisis de correlacion estadistica entre la respuesta
proliferativa relativa para células CMN y el valor de DAS28 de los pacientes reclutados. Como
se observa en la Figura 21, en base a un subgrupo de 7 pacientes con AR, observamos que la
actividad clinica se correlacion6 fuertemente con el efecto proliferativo inducido por Leptina
(rh0=0.906, p0.005) y Acrp30 (rho= 0.954, p>0.005). Esto sugiere que las células de los
pacientes con mayor actividad clinica fueron mas sensibles al efecto proliferativo inducido tanto
por leptina como por adiponectina. De por si, la Unica diferencia que observamos entre el efecto
de leptina y adiponectina fue el nivel de proliferacion, siendo siempre mayor para leptina en

nuestras condiciones experimentales.
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Figura 21.- Andlisis de correlacion entre la actividad clinica (DAS28) y la respuesta proliferativa relativa
inducida por leptina o por adiponectina de células CMN de pacientes. El analisis de correlacion se realizd con
la prueba de Spearman (no-paramétrica) de un total de 7 muestras celulares de pacientes. Resultados: leptina,
rho=0.906, p<0.005 y adiponectina, rho= 0.954, p>0.005. Los resultados constituyen el promedio de 6 ensayos
independientes.

Dado que es bien conocido que IL-2 es un elemento clave para la proliferacion de
linfocitos T, quisimos evaluar si la respuesta proliferativa inducida por las adipocitocinas estaba
relaciona con alteraciones en los niveles de IL-2 en el sobrenadante de cultivo de las células.
Como se observa en la Figura 22A, la incubacion de células CMN tanto de donadores como de
pacientes con leptina o adiponectina indujeron la secrecion al medio de cultivo de

concentraciones 2 a 3 veces superiores de IL-2, en relacidén con las condiciones control.
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Figura 22.- Induccién de la secrecion de IL-2 por incubacién con leptina o adiponectina sobre las células
CMN (A) o linfocitos T CD4+ (B) de donadores y de pacientes. 1x10° células CMN (A) y 1x01068 linfocitos T
CD4* (B) de donadores y pacientes fueron incubados con 50ng/ml de leptina o 25ng/ml de adiponectina por 48
hrs. Como se describe en Metodologia, se determind los niveles de IL-2 en el sobrenadante de cultivo por ELISA.
Las diferencias entre grupos entre respuesta de células de donadores y pacientes fueron evaluadas por la prueba
Mann Whitney (no paramétrica). Se considerd6 como significativa una *p<0.05 o **p<0.001, de 6 ensayos
independientes.
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A semejanza de lo observado con la respuesta proliferativa de las células CMN (Figura
17), aqui observamos que la secrecion de IL-2 fue significativamente mayor por el tratamiento
con cualquiera de las dos adipocitocinas sobre las células CMN de los pacientes, en
comparacion con las células de los donadores (*p<0.05; **p<0.001).

Al repetir estos ensayos de inducciéon de IL-2, pero empleando preparaciones
enriquecidas de linfocitos T CD4*, pudimos confirmar los resultados observados en la respuesta
proliferativa. Como se observa en la Figura 22B, la incubacién tanto con leptina como con
adiponectina indujeron un claro incremento en la secrecion de IL-2, en comparacion con las
condiciones control. A diferencia del efecto observado con células CMN, la incubacion de
linfocitos T CD4* con adiponectina indujo similar incremento en la secrecion de IL-2, tanto en
células de donadores como de pacientes. Sin embargo, la incubacién de leptina con linfocitos
T CD4+ indujo una mayor secrecion de IL-2 en células de pacientes, en comparacion con las
células de donadores; similar con lo que sucedio al incubar células CMN vy los resultados de la
proliferacion celular. Todo esto parece sugerir que los linfocitos T CD4+ presentan una
sensibilidad diferente para leptina, pero no para adiponectina.
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Figura 23.- Andlisis de correlacién entre la actividad clinica (DAS28) y la secrecion de IL-2 inducida por
leptina de células CMN y linfocitos T CD4+ de pacientes. El andlisis de correlacion se realizé con la prueba de
Spearman (no-paramétrica) de un total de 5 muestras celulares de pacientes. Resultados para CMN: rh0=0.97,
p<0.02. Resultados para linfocitos T CD4+: rho=0.70, p=0.23Los resultados constituyen el promedio de 3 ensayos
independientes.
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Por otra parte, se evaluo la posible correlacion entre la actividad clinica de los pacientes
de los cuales derivaron las células y su sensibilidad a leptina para inducir la secrecion de IL-2.
Como se observa en la Figura 23, los niveles de IL-2 secretada al medio de cultivo por efecto
de la incubacion con leptina se correlacion6 manera significativa y positiva tanto para células
CMN (rho=0.97, p<0.02) pero no con linfocitos T CD4+ (rho=0.70, p=0.23). Conviene resaltar
gue un efecto similar fue observado al evaluar la respuesta proliferativa, donde se observo que
la respuesta para la leptina fue diferente entre las células de donadores y pacientes, tanto en
las preparaciones de CMN como de linfocitos T CD4+.
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Figura 24.- Induccion de larespuesta proliferativa (A) y secrecion de IL-2 (B) por incubacién con leptina o
adiponectina sobre linfocitos T CD4+ de donadores y de pacientes. 1x0108 linfocitos T CD4* de donadores y
pacientes fueron incubados con 50 ng/ml de leptina por 48 hrs y se determiné la respuesta proliferativa (A) o se
determinaron los niveles de IL-2 en el sobrenadante de cultivo (B), en ausencia (barras claras) o en presencia de
[0.75 ng] de anticuerpo neutralizante anti-1L-2 (barras grises). Las diferencias entre grupos fueron evaluadas por
la prueba Mann Whitney (no paramétrica). Se consideré como significativa una *p<0.05 o ***p<0.0005, de ¢?
ensayos independientes.

Para corroborar que el efecto proliferativo inducido por leptina era un evento dependiente
de IL-2, se repitieron los ensayos de activacién utilizando linfocitos T CD4+ purificados en
presencia o ausencia de un anticuerpo neutralizante contra IL-2 (ver Metodologia). Como se
observa en la Figura 24A, la co-incubacion con el anticuerpo neutralizante para IL-2 ocasiono
la disminucion significativa de la proliferacion celular inducida por leptina. Aunque el anticuerpo
neutralizante parece haber inducido también la disminucién de la proliferacién celular inducida

por adiponectina, este efecto no alcanzé significancia estadistica. Por el otro lado, como era de
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esperarse, el anticuerpo neutralizante ocasioné la disminucion de los niveles de IL-2 en el
sobrenadante de cultivo a un nivel cercano a las condiciones control. Nuevamente, el anticuerpo
neutralizante parece haber disminuido los niveles de IL-2 inducidos por adiponectina, pero los
cambios no fueron estadisticamente significativos. Todo esto sugiere que la induccion de la
proliferacion de células CMN y linfocitos T CD4+ es fundamentalmente un proceso dependiente
de IL-2.

6.1.3. Activacion de lavia de STAT3

Considerando que es bien conocido que los receptores para leptina inducen la activacion
de la cascada de sefializacion intracelular dependiente de STAT3, a continuacion, quisimos
verificar si los efectos inducidos por leptina coincidian con la activacion de esta cascada de
sefalizacion. Con este fin, se realizaron experimentos con células CMN de donadores, las
cuales se incubaron con 25 ng/ml de leptina por tiempos cortos de estimulacion, se lisaron las
células y se evaluo la fosforilaciéon de la Tyr705 de STAT3, que ha sido descrita como parametro
de la activacion de este factor transcripcional. En la Figura 25 se observa que la incubacién por
3y 6 hrs con leptina indujo un incremento de la intensidad de la banda correspondiente a la
forma fosforilada de STAT3, pero no asi a los 30 min de incubacion. Esto confirma que la
incubacién por leptina ocasiona la activacion de la via clasica de estimulacion por esta
adipocitocinas.

Con el fin de evaluar si los niveles de activacidon y de fosforilacion de STAT3 inducidos
por leptina son diferentes entre las células de donadores y pacientes con AR, células CMN de
ambos origenes fueron incubadas con leptina sélo por 3 horas y se evaluo el nivel de
fosforilacion en base la intensidad de la banda de p-STAT3. Como se observa en la Figura 25,
en la Figura 26 de la izquierda, la intensidad de p-STAT3 fue mayor con las células CMN de
pacientes, en comparacion con las células de donadores. Por su parte, no se observaron

cambios significativos al comparar en las bandas para STAT3 o actina.
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Figura 25.- Laincubacién de CMN de donadores con leptina ocasion6 la fosforilacion y activacién de la via
de STAT3. Células CMN derivadas de donadores sanos fueron incubadas con 25 ng/ml de leptina por diferentes
tiempos. Al termino del tiempo de incubacion, las células fueron lavadas, lisadas y se evaluaron por western blot
para presencia de STAT3 y la forma fosforilada en Tyr705 (p-STAT3). Figura representativa de 3 ensayos
independientes.
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Figura 26.- Comparacion de la fosforilacion de STAT3 inducida por leptina de células CMN de donadores y
pacientes con AR. Células CMN derivadas de donadores sanos o de pacientes con AR fueron incubadas con 25
ng/ml de leptina por 3 hrs. Al termino del tiempo de incubacion, las células fueron lavadas, lisadas y se evaluo por
western blot para presencia de STAT3 y la forma fosforilada en Tyr705 (p-STAT3). Figura de la izquierda compara
la presencia de STAT3, p-STAT3 y actina. Figura de la derecha compara los resultados de intensidad relativa de
las bandas p-STAT3/STAT3 de 6 experimentos independientes con preparaciones celulares de donadores y
pacientes. La comparacion entre grupos fue realizado por Mann Whitney, considerando como significativa una
p<0.5%.

Sin embargo, cuando este mismo andlisis se realizé con muestras celulares de otros 5
donadores y pacientes, el resultado fue no tan claro. Como se observa en la Figura 26, lado

derecho, la intensidad relativa de las bandas p-STAT3/STAT3 fue muy heterogénea, resultando
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en desviaciones estandar grandes (para donadores y para pacientes). En ese sentido, cuando
se empleo la prueba de Mann Whitney para comparar entre grupos, no se alcanzé una p menor
a 0.05. En base a estos resultados, se puede decir que se confirmé la incubacién con leptina
ocasiono la activacion de la via de sefalizacion de STAT3, sin embargo, no se cuenta con
evidencia estadistica para poder fundamentar que la activacion de las células de los pacientes

fue superior a la de las células derivadas de donadores.

6.1.4. Efecto sobre la expresién del receptor para leptina.

Con el fin de explicar diferencias de respuesta ante la incubacién con leptina por células
de donadores y pacientes con AR, se compararon los niveles del receptor de leptina (ObR) en
fraccion enriquecida de linfocitos T CD4+ de ambos grupos de individuos posterior a su
incubacion con leptina. Como se observa en la Figura 27, a nivel basal, las células tanto de
donadores como de pacientes presentaron un porcentaje menor al 20% de células CD4+/ObR+
y entre 14 y 17% de células CD4+/ObR-. Posterior a la incubacion por 48 hrs (similar a los
tratamientos de proliferacién) con leptina, las células fueron evaluadas para los marcadores
CD4 y ObR. Como se observa en la Figura 24 del lado derecho, leptina ocasion6 un incremento
de la poblacién CD4+/ObR+ hasta un 69% en donadores y 77% en pacientes. Al comparar en
base a la intensidad media de fluorescencia (Figura 27B) observamos un claro incremento en
los niveles de ObR, sin embargo, al comparar este incremento entre las células de donadores

y pacientes fue muy similar.

71



4T Qa2 hE

Q5 Q6
0.241% 0.108% 107 300708 17.3% 16,2%

Don

a2
0,144% 0,196%

AR

FLZ-H

03
o3 P Jiors 1.57%
T

MIF RECEPTOR ObR
g

e [ 1]

Control Leptina

Figura 27.- Efecto de leptina sobre los niveles de ObR en células CD4+ derivadas de sangre periférica de
donadores sanos y pacientes con AR. A. Comparacion fenotipica para ObR y CD4 de células incubadas con
leptina. Iso: control de isotipo; Bas: niveles basales; Lep: incubados con 50 ng/ml de leptina por 48 hrs. Las células
fueron analizadas para los marcadores CD4 y ObR por citometria de flujo, empleando 1x06 células por ensayo.
Las graficas son representativas de 2 ensayos independientes. B. Comparacion entre los niveles de intensidad
media de fluorescencia para ObR. Barras blancas, condiciones basales; barras grises, incubacién con leptina.

Por otro lado, hay que considerar que incluso las células CD4- mostraron un incremento
en los niveles de ObR. También hay que hacer mencion que la preparacion de células derivadas
de los pacientes present6 después del tratamiento con leptina la presencia de dos poblaciones
CD4+/0ObR+, con similar nivel de ObR, pero diferente nivel de CD4. En su conjunto, estos
resultados permiten confirmar que la incubacion con leptina induce la expresion de su receptor,
posiblemente no soélo en las células CD4+. Sin embargo, este efecto no fue significativamente

mayor en las células de los pacientes, en comparacion con los donadores, lo cual parece
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confirmar que los niveles de activacion de la via de STAT - fueran similares entre las células de

donadores y pacientes.

6.1.5. Efecto sobre marcadores de activaciéon CD25 y CD69.

Los efectos sobre las células MN y linfocitos T CD4+ por la incubacion con las
adipocitocinas Leptina y Adiponectina también se evalué en base el increment6 de sus
marcadores de activacion tempranos: CD69 y CD25. En este sentido, se empleé el tratamiento
con 10ug/ml de PHA como control positivo. Como se describié en Metodologia, todos los
tratamientos se evaluaron a las 24 hrs de incubacién. Como se puede observar en la Figura
27A, el tratamiento con PHA de las células CMN tanto de donadores como de pacientes,
pasaron de ser <1% CD25+/CD69+ a >60% CD25+/CD69+. Por su parte, la incubaciéon con
leptina ocasiond un ligero incremento en la expresion de CD25 (15%), pero sin cambio en el
marcador CD69, en las CMN de donadores. Sin embargo, el efecto fue significativamente mayor
en las CMN de pacientes, donde se observo que leptina indujo incremento (>30%) en ambos
marcadores de activacién. Esto sugiere, en comparacién con experimentos previos, que las
células CMN derivadas de los pacientes fueron mas sensibles al efecto de la leptina.

Por otro lado, en el extremo derecho de la Figura 28A, se observa el efecto de la
incubacion por adiponectina con células CMN de donadores y pacientes. A semejanza de lo
observado con leptina, las células de donadores mostraron sélo incrementd limitado en el
marcador CD25, pero la incubacién de adiponectina con células de pacientes indujo un

incremento mayor en ambos marcadores de activacion (>40%).
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Figura 28.- Efecto comparativo de leptina y adiponectina sobre la expresiéon de marcadores
activacion tempranos en células CMN y linfocitos T CD4+ derivados de donadores y pacientes
con AR. A) Células MN de donadores sanos (Don) y de pacientes con AR (AR) fueron incubadas por
24 hrs en condiciones control (Ctr), con PHA (PHA), con 25 ng/ml de leptina y 2.5 ug/ml de
adiponectina (ver Metodologia). B) Fraccién enriquecida de linfocitos T CD4+ (90-94% pureza) fueron
incubadas por 24 hrs en las mismas condiciones descritas arriba. Posterior a su incubacion, las células
fueron evaluadas para la presencia en superficie de los marcadores de activacién CD25 y CD69. Dot
blots representativos de 3 ensayos independientes.

En la Figura 28B se observa los efectos comparativos de la incubacion de las
dos adipocitocinas con linfocitos T CD4+ de donadores y pacientes con AR. Se puede
observar que la incubacién con PHA ocasiond un claro incremento en la expresion
en superficie de ambos marcadores de activacion, en comparacion a las condiciones
control. Por su parte, la incubacién con leptina con células de donadores ocasiond
mayor incremento en el marcador CD25, con respecto al marcador CD69. Este
resultado recuerda lo observado al emplear la fraccion completa de células MN. Por
otro lado, al tratar la fraccidn de linfocitos T CD4+ derivados de pacientes observamos
un incremento de ambos marcadores. A continuacion, al comparar el efecto obtenido
por la incubacion con adiponectina, podemos observar que las células de donadores
fueron poco sensibles, mostrando un incremento muy bajo (<10%). Sin embargo,
cuando se emplearon las células derivadas de los pacientes, el efecto fue mucho

mayor (>30%) y sobre ambos marcadores.

Obsérvese gue el efecto de induccion fue menor en linfocitos T CD4+ (Figura
28B), aunque la tendencia fue similar a la observada por las células MN (Figura 28A).
Asimismo, se observé un mayor efecto de induccién de CD69 para el tratamiento con

adiponectina, lo cual apoya su efecto como factor inflamatorio

En la Figura 29 se observa la comparacion numérica del incremento de la
intensidad media de fluorescencia para los marcadores de activaciéon CD25 y CD69,
en tres ensayos independientes empleando células CMN de donadores y pacientes.
Como se observa en la Figura 29A y B, el tratamiento con PHA indujo un importante
incremento en ambos marcadores y aunque parece haber mostrado similar efecto en
células de donadores y pacientes para CD69, la induccion de CD25 fue mayor en las
células de pacientes.

75



Por su parte, en la Figura 29C se observa el efecto comparativo de los
tratamientos con leptina y adiponectina sobre la induccion de CD25. Inicialmente, se
puede confirmar que ambas adipocitocinas promueven este marcador de activacion,
sin embargo, el efecto de la leptina fue comparativamente mayor. El aspecto que nos
interesa resaltar fue la diferencia de sensibilidad entre células CMN de donadores y
de pacientes, donde estos ultimos mostraron una induccion significativamente mayor

por efecto de la incubacion tanto con leptina como por adiponectina.
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Figura 29.- Comparacién cuantitativa en el efecto de induccién de CD25 y CD69 por células
CMN de donadores y pacientes por leptina o adiponectina. Nivel de induccién comparativo de
CD25 (A) y CD69 (B) por tratamiento con PHA en células CMN de donadores (barras blancas) o de
pacientes con AR (barras negras). C. Nivel de induccién comparativo de CD25 por tratamiento con
leptina o adiponectina en células CMN de donadores (barras blancas) o de pacientes con AR (barras
negras). D. Nivel de induccion comparativo de CD69 por tratamiento con leptina o adiponectina en
células CMN de donadores (barras blancas) o de pacientes con AR (barras negras). Diferencias entre
grupos fue evaluada por la prueba Mann Whitney, empleando como significativa una p<0.05%.
Resultados corresponden a 3 ensayos independientes.

En la Figura 29D se observa el efecto comparativo de los tratamientos con las
adipocitocinas sobre la inducciéon de CD69 en la superficie de células de donadores
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y de pacientes. Similar a lo obtenido con el marcador CD25, CD69 se indujo en mayor
nivel por efecto del tratamiento con leptina, en comparacion con adiponectina. Sin
embargo, en esta ocasion no se observé una diferencia significativa de sensibilidad
para leptina entre células de donadores y pacientes. Diferencia que se siguid
manteniendo para el tratamiento con adiponectina, donde las células de pacientes

fueron estadisticamente mas sensibles que las de los donadores.
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Figura 30.- Efecto de leptina o adiponectina sobre secrecion de IL-1, IL-6 o TNF- a en células de
donadores control y pacientes con AR. A,) Niveles comparativos en sobrenadante de IL-1B de las
células T CD4 + de donadores (barras blancas) y células del paciente (barras grises) estimuladas por
leptina y Acrp30 (n =5). Los niveles de sobrenadante de IL-13 aumentaron a través de la estimulacion
con leptina en células de pacientes en comparacion con células de donantes (p <0.01). B)niveles
comparativos en sobrenadante de IL-6 derivado de células T CD4 + de donadores (barras blancas) y
células de paciente (barras grises) estimuladas por leptina y Acrp30 (n = 5). Los niveles de
sobrenadante de IL-6 aumentaron considerablemente con la estimulacion con Acrp30 en las células
de los pacientes en comparacion con las células de donadores (p <0,01). C) niveles comparativos de
sobrenadante de TNFa de donadores sanos (barras blancas) y de células T CD4 + (barras grises) del
paciente estimuladas con leptina o Acrp30 (n = 5). Los niveles de sobrenadante de TNF aumentaron
con la leptina y la estimulacion con Acrp30 en las células de los pacientes, en comparacion con las
células de donadores (p <0,01 y <0,03, respectivamente).

Adicionalmente, también se evallo la secreciéon de citocinas a sobrenadante
de cultivo al incubar las células con leptina o adiponectina. Como se observa tras 24

horas de incubacion con Leptina se detecta un aumento en los niveles de IL-1B en
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los sobrenadantes de células de pacientes con respecto a los donadores. Por lo
contrario, los niveles de IL-6 fueron mayores ante el estimulo de Adiponectina y se
observa un aumento de secrecion ante el aumento de Leptina, pero no existen
diferencias significativas entre células de donadores sanos y las de pacientes.
Finalmente, ante el estimulo de ambas adipocitocinas hubo un aumento en secrecién
de TNFa ante el estimulo de las 2 adipocitocinas y es importante denotar existen

diferencias significativas entre donadores y pacientes.

6.1.6. Efecto de leptina sobre el rescate de muerte celular

Por otra parte, en base a antecedentes en la literatura, también se evalu6 el
efecto de las adipocitocinas sobre el proceso de apoptosis en las células CMN de
donadores. Como control positivo se empled el etopésido cuyo efecto citotdxico esta
ampliamente estudiado. Como se puede observar en la Figura 31, la incubacién solo
con etoposido (derecha del primer renglon de dot blots) ocasiond un incremento
limitado en células YoPro+/ioduro de propidio+, sugiriendo que se encontraban en
apoptosis. Por su parte, la incubacién con leptina o adiponectina no indujeron
apoptosis en las células CMN de donadores. Con el fin de incrementar el efecto
apotético del etopdsido, las células co-incubaron con [10ug/ml]) de PHA lo cual
ocasiond un incrementd entre 30-40% de células YoPro+/ioduro de propidio+. En
estas condiciones, las células fueron co-incubadas con 25 ng/ml de leptina o 2.5
ng/ml de adiponectina por 24 hrs. En comparacion al tratamiento so6lo con
PHA/etopdsido, tanto leptina como adiponectina ocasionaron una disminucién grande

en el efecto apoptotico.
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Figura 31.-Efecto anti-apoptotico inducido por leptina o adiponectina sobre células CMN de
donadores. Células CMN de donadores fueron incubadas en condiciones control, con etopdsido, con
leptina, con adiponectina o con mezclas: PHA/etopdsido, PHA/etopdsido+leptina o
PHA/etopdsido+adiponectina durante 24 hrs. Al final del tratamiento se evalué el porcentaje de células
YoPro+. Figuras representativas de 3 ensayos independientes.

En la Figura 32 se presenta la comparacion cuantitativa del efecto protector de
la apoptosis inducida por leptina o adiponectina. Mientras el tratamiento con
PHA/etopdsido ocasion6 que el 45% de las células adquirieran el fenotipo YoPRo+,
las células CMN de donadores co-incubadas con adiponectina mostraron un fenotipo
apoptoético en menos del 20%, mientras que aquellas co-incubadas con leptina no
alcanzaron el 10%, niveles que ambos casos fue significativamente menor al efecto
del etopdsido. Todo esto parece sugerir, como lo planteado en la literatura para
leptina, que ambas adipocitocinas favorecen la sobrevivencia o inhiben la muerte

celular de CMN de donadores.
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Figura 32.- Analisis cuantitativo del efecto anti-apoptético inducido por leptina o adiponectina
sobre células CMN de donadores. Células CMN de donadores fueron incubadas con PHA/etopésido,
PHA/etopdsido+leptina o PHA/etopdsido+adiponectina durante 24 hrs. Al final del tratamiento se
evalué el porcentaje de células YoPro+. Diferencias entre grupos fue evaluada por la prueba Mann
Whitney, empleando como significativa una p<0.05%. Resultados corresponden a 3 ensayos
independientes.

6.1.7. Induccion de la diferenciacion hacia fenotipo Th17

En estudios previos de nuestro laboratorio se habia observado que los
pacientes con AR ademas de mostrar niveles mas elevados de leptina e IL-17, con
respecto a los donadores; la existencia de una correlacion estadisticamente
significativa entre los niveles de leptina y los niveles de IL-17, por lo cual
consideramos que pudieran estar biolégicamente relacionadas. Por eso, quisimos
evaluar si la incubacion con leptina era capaz de favorecer la diferenciacion o
respuesta tipo Th17. Considerando que el efecto de leptina pudiera ser heterogéneo
para las diferentes poblaciones celulares incluidas en las CMN, decidimos realizar
estos experimentos con preparaciones altamente enriquecidas en linfocitos CD4+ de
donadores y de pacientes con AR. Por otro lado, como control positivo de la induccion
de la respuesta tipo Th1l7, se empleé un cocktail de citocinas y anticuerpos (ver
Metodologia) descrito en la literatura para favorecer tanto la expresion del factor de
transcripcion RORyT vy la secrecion de IL-17 en la preparacién de linfocitos T CD4+.
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Como se describe en Metodologia, estos ensayos fueron realizados con incubacién
por 7 dias, con suplementacion de leptina cada tercer dia. Al final de ese tiempo, las
células y los sobrenadantes de cultivo fueron colectados y analizados para la
presencia de RORyT y los niveles de II-17.

En la Figura 33 también se observa que la incubacion con leptina indujo tanto
en los linfocitos T CD4+ de donadores como de pacientes la presencia del factor
ROR\T, sugiriendo la induccién del fenotipo Th17. (IL-1B, 50 ng/ml, IL-6 ,10 ng/ml IL-
23, 5 ng/ml TGF-B,). Otro aspecto a resaltar es el hecho de que la intensidad de la
banda para RORyT parece que fue mayor para los linfocitos T derivados de pacientes
con AR, que podria significar una mayor sensibilidad, también, para diferenciarse

hacia el fenotipo Th17.
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Figura 33.- Efecto del tratamiento por 7 dias con leptina sobre expresion del factor de
transcripcién RORgT en linfocitos T CD4+ de donadores y pacientes con AR. A) 1x10° linfocitos
T CD4+ derivados de donadores o pacientes fueron incubados por 7 dias con un cocktail de induccion
de respuesta TH17 (20 ng/ml IL-13, 50 ng/ml, IL-6 ,10 ng/ml IL-23, 5 ng/ml TGF-(,). leptina y al final,
las células fueron cosechadas, lavadas y lisadas. La induccién del factor transcripcional RORgT fue
evaluada por western blot, empleando actina como estandar de carga de proteina. Ensayo
representativo de 2 ensayos independientes.

Por otro lado, también se evaluaron los sobrenadantes de cultivo a lo largo de
los 7 dias de incubacion y se determinaron los niveles de IL-6 e IL-17. Como se
observa en la Figura 34A y B se observan los niveles de IL-6 e IL-17 en el
sobrenadante de cultivo, respectivamente, al término del tratamiento de 7 dias. Se
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puede observar que tanto los niveles de IL-6 como de IL-17 fueron significativamente
mayores en células incubadas con leptina, en comparacion con células control
(células incubadas el mismo tiempo pero sin estimulo de leptina). Por otro lado, al
comparar entre linfocitos T CD4+ de donadores y de pacientes no pudimos observar
una diferencia significativa en la secrecion de ambas citocinas, por el tratamiento con
leptina.

En la Figuras 34C y D se observan los niveles de IL-6 e IL-17, respectivamente,
a lo largo de los diferentes dias de incubacién con leptina, iniciando con el dia 2 (48
hrs). En términos generales, se observa que el tratamiento con leptina ocasion6 el
incremento de la secrecion de ambas citocinas y los niveles se fueron incrementando
conforme pasaron los dias de incubacion. Hay que resaltar, sin embargo, que los
niveles de IL-17 mostraron un incremento muy importante a partir del dia 4 de
incubacion, significativamente mayor a los niveles observados 24 hrs previas. Esto
no sucedio con los niveles de 1I-6, que gradualmente se incrementaron desde el dia
2 de incubacion. Esto podria ser interpretado como una indicacién de que los
linfocitos T CD4+ con menos de 4 dias de incubacion con leptina son menos
responsivas para secretar IL-17, pero a partir de este tiempo cambia la respuesta de
las células y son capaces de secretar 3 a 4 veces mas citocina al mismo tratamiento
de leptina.

Con los resultados mostrados podemos proponer que Leptina es capaz de
diferenciar hacia un estado inflamatorio TH17, si bien no sabemos los mecanismos
gue utiliza es importante mencionar que con base a literatura la respuesta TH17
necesita la activacion de STAT3 molécula que es activada por Leptina ademas

observamos la secreciéon de IL-17 e IL-6.
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Figura 34.- Respuesta TH17 producida en linfocitos T CD4 * bajo el estimulo de Leptina por 7
dias. Efecto de leptina o adiponectina sobre secrecion de IL-6 o I-17- a en células de donadores
control y pacientes con RA. A)) Niveles comparativos en sobrenadante de IL-6 de las células T CD4 +
de paciente estimuladas por leptina(n=2) en células de donador (barras blancas) y células del paciente
(barras grises) y Acrp30 (n = 2). Los niveles de sobrenadante de IL-6 aumentaron a través de la
estimulacion con leptina en células de pacientes en comparacion con células de donantes (p <0.01).
B) Niveles comparativos en sobrenadante de IL-17 de las células T CD4 + de paciente estimuladas
por leptina(n=2) en células de donador (barras blancas) y células del paciente (barras grises) y Acrp30
(n = 2). Los niveles de sobrenadante de IL-17 aumentaron a través de la estimulacion con leptina en
células de pacientes en comparacién con células de donantes (p <0.01). C) niveles comparativos de
sobrenadante de 1l-17 e IL-6 de donadores sanos (barras blancas) y de células T CD4 + (barras grises)
del paciente estimuladas con leptina o Acrp30 (n = 2), a lo largo de 7 dias.
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6.2. ESTUDIO CLINICO

6.2.1. Datos generales de los donadores y pacientes

Tabla 5.- Datos demogréficos del estudio clinico

Pacientes | Donadores | p

(n=121) (n =90)
Género (F/M) 116/5 85/5 ns
Edad (DE?) 46 (12) 32.6 (8.74)* | P<0.05
IMCP(DE) 26.7 (4.26) | 28.7(4.3) |ns
Tiempo de evolucién (DE) | 8.2 (8.5) NA -
DAS28 (DE) 460 (1.5) | NA -
FRC [U/ml] 628.5 (870) | NA -
aPCCH [U/ml] 111.7 (82) | NA -
Leptina [ng/ml] 0.31(0.1) 0.23 (0.05) | <0.05
Adiponectina [ng/ml] 159.1 (83) | 90.07 (28) | <0.01
Resistina [ng/ml] 1.45(0.73) | 1.29(0.48) | ns
TNF-a [ng/ml] 16.0 (0.6) |8.5(0.7) <0.05
IL-17 [pg/ml] 116 (43) 35.4 (20.3) | <0.01
IL-6 [ng/ml] 5.12 (0.10) | 5.40 (0.11) | ns

aDesviacion estandar; °,IMC, indice de masa corporal; °FR, factor

antiPéptido citrunilado ciclico.

reumatoide; 9%aPCC,
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Este estudio se realiz6 en colaboracion de 131 pacientes y 90 donadores, el
IMC, de los pacientes como se puede ver en la tabla nos indica que la poblacion de
estudio es obesa. Los pacientes en promedio tienen una enfermedad activa (DAS
4.6), una edad promedio de 46 afos, una proporcion de genero de 23:1 es decir para

cada 23 mujeres hay un hombre.

Los Pacientes que formaron parte de este estudio, fueron aquellos que
voluntariamente aceptaron participar y a los cuales se les determinaron parametros

de peso, talla y glucosa.

Los Pacientes con AR activa que recibian en el momento de captura de la
muestra un tratamiento, este solo consistia en prednisona, cloroquina, mextotrexato
y/o AINES. Por su parte, los donadores fueron reclutados en el Banco de Sangre con
el fin de favorecer que fuera poblacion sana. Adicionalmente, los donadores fueron

pareados con las poblaciones de pacientes en base al sexo (M/H), la edad y el IMC.

En las condiciones de andlisis descritas arriba, se procedié a evaluar los
niveles de leptina de las dos poblaciones en estudio: donadores sanos (n=90) y
pacientes con AR (n=121). En la Figura 35A y B podemos observar que los niveles
de leptina en pacientes son mayores en pacientes (0.3079 + 0.009 ng/ml) con
respecto a los niveles en donadores (0.2364 + 0.005 ng/ml). Al evaluar esta diferencia
por la prueba de t de Mann Whitney t, obtuvimos una p< 0.0001, lo cual indica que la
diferencia entre pacientes y donadores es significativa. Conviene resaltar que
observamos un nivel de variacion considerable entre los individuos, particularmente
en los pacientes con AR, donde podemos observar pacientes con niveles semejantes
a los donadores, al tiempo que otros pacientes presentan niveles 3 veces mayores al

promedio de los donadores.
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Figura 35. Niveles de leptina en plasma encontrado entre pacientes con AR y donadores. A)
Grafica de puntos donde se muestran las evaluaciones de leptina. B) Grafica de barras que muestra
el promedio de las concentraciones de leptina, en sangre periférica de pacientes (P) y donadores (D)
con la enfermedad.

En el presente estudio, los niveles de la adiponectina fueron mas elevados en
pacientes con AR con respecto a los donadores sanos, pacientes 159.1 + 8.8ng/ml y
donadores 90.07 + 2.8 ng/ml (ver Figura 36). Al evaluar por la prueba de Mann-
Whitney obtuvimos una p de 0.001, lo cual indica que la diferencia entre los niveles
de pacientes con AR y donadores sanos fue estadisticamente significativa. En la
Figura 36 se observa que las valoraciones en los pacientes mostraron un alto grado
de variacion (entre 50 y 300 ng/ml), a diferencia de lo que observamos en los

donadores, donde los niveles fueron similares.
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Figura 36.- Niveles de Adiponectina en plasma de pacientes con AR y donadores. A) Grafica de
puntos donde se muestran los niveles diferentes encontrados entre donadores y pacientes. B) Grafica
de barras que muestra el promedio de las concentraciones de adiponectina, en sangre periférica de
pacientes (P) y donadores (D) con la enfermedad. Mann whitney p>0.001
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6.2.2. Comparacion entre niveles de adipocitocinas y citocinas pro-
inflamatorias

Para definir que un paciente presenta AR activa en el presente estudio se
consideré un umbral de 2.6 en la escala de DAS28 (menor a 2.6 fue considerado
como no-activo y mayor de 2.6 representa a un proceso activo), nivel que coincide
con varios otros trabajos en el area de la reumatologia (Welsing 2001).

Debido a que la poblacion de pacientes que estudiamos presentaba amplia
heterogeneidad, decidimos re-analizar la relacibn de los parametros clinicos e
inflamatorios de acuerdo a la actividad, separando los pacientes en base a su
evaluacion clinica: A) pacientes actividad baja (<3.5), B) pacientes con actividad
moderada (3.5 a 5.1,) y, C) pacientes con alta actividad (>5.1,).

Como, se menciond anteriormente, 121 pacientes con AR fueron incluidos en el
estudio. Vale la pena reconocer que hubo diferencias en el nimero de pacientes para
cada subgrupo de actividad, con solo 22 pacientes en el grupo de baja actividad,
mientras que 56 pacientes tuvieron actividad moderada, y 43 pacientes en actividad
alta. (Tabla 5). Sin embargo, los tres subgrupos fueron similares en género, edad,
IMC, tiempo desde el inicio de la enfermedad vy titulos de anticuerpos de RF o anti-
CCP, este Ultimo para pacientes con actividad moderada y alta. Aunque la mayoria
de los pacientes tenian sobrepeso, no se observaron diferencias de este parametro

entre los subgrupos de actividad.

Por otra parte, como se observa en la tabla 5, si se encontré6 una diferencia
significativa de leptina, resistina, IL-6 y niveles de IL-17 al comparar entre los
subgrupos de acuerdo a la actividad clinica, usando el analisis de ANOVA. En el caso
particular de leptina, cuando se compar6 entre los subgrupos de actividad clinica,
todos mostraron diferencias estadisticamente significativas lo que sugiere una
relacion positiva con el aumento en la puntuacion DAS28. De manera similar, se
observo una diferencia de medias estadisticamente significativa para los niveles de
resistina al comparar el grupo de baja versus el de actividad alta. (p <0,0007); sin
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embargo, esto no fue el caso al comparar los subgrupos de actividad moderada

versus alta (p = 0.080) o al comparar la actividad baja versus moderada (p = 0.107).

En contraste, la adiponectina no mostré diferencias entre los subgrupos de actividad
clinica, sin embargo, el grupo de pacientes con actividad baja (DAS28<3.5) presento
un nivel mayor de adiponectina, con respecto a los e3mas subgrupos. Esto sugiere
gue los niveles de adiponectina resultan de eventos posiblemente inflamatorios

caracteristicos de los pacientes con menor actividad

La Artritis Reumatoide como ya se describié previamente, es una enfermedad de
inflamacion sistémica dado esto, es importante realizar un analisis estadistico en el
cual se involucre las adipocitocinas con patrones de inflamaciéon como lo son las
citocinas pro-inflamatorias. En nuestro estudio, se llevd a cabo el analisis de 4
citocinas que participan en la inflamaciéon como lo son IL-1, TNFa IL-6 e, IL-17. En el
analisis las citocinas se observa heterogeneidad entre los subgrupos, En el caso de
IL -6 el subgrupo de actividad bajo, mostr6 menores niveles que el moderado (p =
0.015) o subgrupos de actividad alta (p = 0.004). Del mismo modo, para IL-17, el
subgrupo de actividad baja también mostré6 niveles méas bajos de IL-17 en

comparacion con el subgrupo de actividad moderada (p = 0.016) o alta (p = 0.0003).
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Tabla 6. Tabla comparativa entre pacientes estratificados de acuerdo a la actividad

clinica.

Actividad Actividad Actividad P

baja Moderada Alta

Numero 22 56 43 -
Género  (M/F) 1/21(95.5) 2/54(96.4) 2/41(95.2) Ns
(%F)
Edad (DE?) 43,5(12.5) 46.3(10.7) 45.8(12.2) Ns
IMCP(DE) 29.5(10.3) 27.7(4.9) 26.9(4.7) Ns
Tiempo de 7.35(9.3) 7.62(8.4) 6.72(7.9) Ns
evolucion (DE)
FR® (positivos) 76.5 83.8 88 Ns
(%)
aPCCH 36.8 64.9 60 Ns
(positivos) (%)
DAS28 (DE) 2.83(0.53) 4.33(0.49) 6.22(0.77) <0.001
Leptina [ng/ml] 0.228(0.09} 0.301 (0.10) 0.368(0.009) <0.001
Adiponectina 178.7 (94.4) 153.0(74.3) 151.4(88.4) Ns
[ng/ml]
Resistina 271.9(7,2) 352.8(162) 441.1(175) 0.01
[ng/ml]
TNFa 1.471(094) 1.570 (1.15) 1.635(1.222) Ns
[ng/mlI](DE)
IL-1B [pg/ml] 852.5(143) 973.3(714) 494.6(163) Ns
IL-6 [pg/ml] 507.28145) 601.0(127) 631.8(132) 0.01
IL-17 [pg/ml] 65.5 (40.1) 101.6(47.8) 121.1 (39.4) <0.01

6.2.3. Andlisis de correlaciéon

Con el objetivo de confirmar estadisticamente la presencia de una correlacion,

entre los parametros clinicos, adipocitocinas y citocinas inflamatorias, se analizaron

los niveles de pacientes, de manera global de cada uno de los parametros antes

mencionados, a través de la prueba correlacion de Spearman. En estas condiciones,

se observé que niveles de leptina se correlacionaron positivamente con DAS28 (rho
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= 0.513, p <0,0001), pero no con la edad, el tiempo desde el inicio de la enfermedad
o el IMC. También hubo una correlacion importante entre Leptina e IL-1 (rho = 0.585,
p <0.0001), lo que sugiere una relacion entre esta adipocitocina y la respuesta
inflamatoria.

Por otra parte, se observaron correlaciones significativas entre resistina (rho =
0.274, p <0.05) y TNFa (rho = -0.277, p <0.005). Asimismo, los niveles de resistina
mostraron una relacion positiva con DAS28. (rho = 0.403, p <0.0001) pero no con los
otros parametros clinicos. Es importante de denotar que, resistina solo mostré una
asociacion positiva significativa con leptina (rho = 0.277, p <0.001) y niveles de IL-6
(rho = 0.256, p <0,05).

Por su parte, el mismo analisis confirmé la ausencia de una asociacién de
adiponectina con la actividad de la enfermedad (rho = -0.151, p> 0.05, Tabla 2), sin
embargo, se observa una correlacién negativa con TNFa (rho = -0.418) e IL-17
(-0.283, p <0.05), y una correlacion positiva con IL-1 (rho = 0.596).

Tanto IL-6 como IL-17 mostraron una correlacion positiva significativa con DAS28
(rho = 0.313, p <0.005; rho = 0.373, p <0.0001 para IL-6 e IL-17, respectivamente).
De igual forma, existe una correlacion significativa entre DAS28 e IL-1 (rho = 0.213,
p <0.05). Es importante de observar que los niveles de TNFa fueron no se asociaron

a actividad clinica (tabla 6).
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Tabla 7. Tabla de correlacién entre parametros inflamatorios

Afos de IMC DAS28 | Leptina Acrp30 | Resistina | TNFa IL-1B IL-6 IL-17
evolucion
Age 0.096 -0.065 0.078 0.008 -0.814 -0.046 0.117 -0.079 0.558 0.053
Afios de -0.014 -0.065 | -0.077 -0.139 -0.193 -0.119 | -0.153 0.070 -0.069
evolucion
IMC 0.052 -0.060 -0.077 -0.061 -0.016 -0.094 0.067 0.235*
DAS28 0.512*** | -0.151 0.401 -0.014 0.213* 0.313** 0.373**
* *
Leptina -0.141 0.274 - 0.585** 0.221 0.159
0.277* *
*
ACRP30 0.058 - 0.596** | 0.189 -0.283*
0.418* | *
Resistina -0.061 | 0.106 0.256* 0.004
TNFa - 0.135 0.483**
0.581** *
*
IL-1B 0.459** -
* 0.427**
*
IL-6 0.104
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7. DISCUSION

7.1. Estudios in vitro
7.1.1 Leptina

La Artritis Reumatoide es una enfermedad muy compleja, por lo cual dista
mucho de ser comprendida totalmente. Por ello consideramos que estudiar los
procesos que conllevan a su desarrollo, podria contribuir a comprender cada vez
mejor los mecanismos celulares y fisiopatologicos que llevan a su evolucion clinica
y, sobretodo permitirian proponer nuevos blancos terapéuticos o biomarcadores
prondsticos que podrian redundar en mejor control de la enfermedad, con menores

dafos radiograficos y, sobre todo, alcanzar una remision de largo plazo.

En el presente estudio, nos centramos en la evaluacion de eventos celulares de
las adipocitocinas y su posible relacion con los parametros clinicos de pacientes con
AR. Debido a que la capacidad de estas proteinas para regular la respuesta
inmunoldgica aun no ésta del todo elucidada, consideramos importante caracterizar
el efecto de cada una de estas moléculas sobre la respuesta celular en células
mononucleares derivadas de sangre periférica, especificamente, en los linfocitos T
CD4*, que son células de gran importancia para la evolucion de la patologia. De igual
manera, el estudio de la contribucion de estas adipocitocinas en el perfil inflamatorio
sistémico y su efecto sobre los efectos celulares podria sugerir nuevos blancos

potencialmente terapéuticos o de pronostico en pacientes con AR.

Para el presente estudio se requiri6 de la colaboracién del Servicio de
Reumatologia del Hospital General de Cuernavaca (bajo la tutela del Dr Xibille-
Friedmann) y del Centro Estatal de la Transfusion Sanguinea, dado que todas las
muestras plasmaticas y celulares fueron de donadores y pacientes de estos centros.
Asimismo, hay que comentar que el presente protocolo fue aprobado por el Comité
de Etica del Hospital General de Cuernavaca.
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En nuestros resultados se confirmd lo que en estudios previos se habia
observado (), que la leptina induce un efecto proliferativo en los linfocitos T CD4+ de
sangre periférica (Martin-Romero et al, Lord, 2002). Sin embargo, la observacion méas
novedosa del presente estudio fue que este efecto fue significativamente mayor en
las células de pacientes con AR, lo cual parece sugerir que la posible contribucion de
leptina puede amplificarse en los pacientes con AR. Como evidencia de esto, aqui
observamos una correlacion significativa y positiva entre el incremento de la actividad
clinica y la sensibilidad a la proliferacion. Esto ultimo, resulta particularmente
importante, ya que se ha encontrado a nivel plasmatico que los niveles de leptina, se
encuentran mas elevados en pacientes respecto a donadores sanos y que
correlacionan también con la actividad clinica (Batun Garrido 2018, BustosRivera-
Bahena 2016).

De acuerdo con el efecto proliferativo de las células mononucleares y linfocitos
T CD4+ inducido por leptina y adiponectina, también confirmamos que ambas
adipocitocinas inducen la secrecion de la citocina IL-2. A ese respecto, se reconoce
gue esta citocina parece jugar un papel importante en el establecimiento de la
respuesta inflamatoria cronica en la AR (Simmon, 1988, Kozanidou 2005, Hughes-
Austin, 2012). En ese contexto, no es sorprendente que la respuesta proliferativa
inducida por la leptina en nuestros ensayos in vitro haya sido dependiente de la
accion de IL-2, como se confirm6 mediante el uso de un anticuerpo neutralizante
especifico. A este respecto, estudios anteriores también respaldan nuestros
resultados sobre que existe una asociacion entre los niveles de IL-2 y la actividad

clinica de los pacientes(Innaba, 1997, Kozanidou, 2005, Hughes-Austin, 2012).

Para poder explicar el mayor nivel de sensibilidad de las células sanguineas
derivadas de pacientes con AR, proponemos que el cambio obedece al incremento
en los niveles en superficie celular del receptor de leptina, en respuesta al incremento
de los niveles plasmaticos de la adipocitocina. A ese respecto, pudimos confirmar
gue la incubacion in vitro, por 48 hrs, con leptina recombinante induce un incremento
notable en los niveles del receptor ObRm, tanto en células CD4* como células CD4-,
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asi mismo, tanto en células derivadas de donadores como de pacientes. A ese
respecto hay que mencionar que se observo la presencia de dos poblaciones de
células ObR*/CD4*, con diferencias sobretodo en los niveles de CD4*, hallazgo del
cual no conocemos antecedentes y aun no hemos estudiado con detalle. De estos
experimentos, podemos proponer que los niveles elevados de esta adipocitocina
circulante podrian favorecer la sobreexpresion de su receptores en las células
mononucleares y, particularmente, en los linfocitos T CD4", de los pacientes con AR.
Esta modulacion del receptor también se observé mediante estimulacion in vitro por
PHA o infeccion por VIH (Sanchez-Margalet, 2002). Sin embargo, este efecto no fue
significativamente mayor en las células de los pacientes, en comparacion con los

donadores, como lo fue en este estudio.

Otro elemento que refuerza nuestra propuesta de que las células
mononucleares de los pacientes con AR, posiblemente por su exposicion con niveles
mayores de adipocitocinas, asi como de citocinas pro-inflamatorias, ocasiona un
incremento de su estado de activacion, es el incremento que observamos sobre los
niveles de los marcadores de activacion CD25 y CD69. Multiples estudios han
evidenciado que CD25 y CD69 constituyen moléculas de superficie que se
incrementan por efectos de activacion, al tiempo que aumentan su sensibilidad a
estimulos del microambiente. El hecho de observar un incremento de los marcadores
CD25 y CD69 en linfocitos T CD4+ incubados con leptina sugiere que directa o
indirectamente (IL-2), el incremento en los niveles circulantes de leptina podrian pre-
activar las células sanguineas, incluso sin estar aun infiltradas en el espacio sinovial.
Sin embargo, hay que hacer notar que el efecto diferencial entre células de donadores
y pacientes no fue similar entre CD25 y CD69, mientras que la leptina indujo un
incremento importante de CD25 en las células de pacientes, este efecto diferencial

no lo pudimos observar para el marcador CD69.

Una explicacion complementaria para explicar los efectos diferenciales de la
leptina sobre las células de los pacientes supone que la estimulacion intracelular
podria ser mayor en los pacientes, en comparacion con los donadores sanos. Sin
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embargo, al evaluar los niveles de fosforilacion de STAT3 no pudimos observar una
diferencia estadistica significativa. También hay que decir que son tantos los factores
gue pueden alterar la fosforilacidon STAT3, que es dificil garantizar su control. Con el
objetivo de disminuir la variabilidad experimental, se compararon los niveles de
fosforilacién tras 3 hrs de incubacion con leptina recombinante y, sin embargo, como
se puede observar en la grafica de la Figura 23, se obtuvieron desviaciones estandar
grandes, lo que seguramente influy6 para no poder ver diferencias significativas entre
las células de donadores y pacientes. Por su parte, también resulta importante
resaltar que el tiempo de estimulacién es muy diferente de los tiempos donde se
observaron diferencias de proliferacion, secrecién y estimulacion de los marcadores
CD25 y CD69 (48 hrs. Adicionalmente, también otra limitacion fue el hecho de que
se compard un numero pequefio de muestras celulares, por lo que es posible que la

tendencia pueda cambiar al incrementar el nimero de observaciones.

Nuestros resultados ademas parecen confirmar que la leptina parece influir de
manera significativa en la patologia, dado que es capaz de inducir la secrecion de
citocinas pro-inflamatorias como IL-1b y TNF-a, efecto que habia sido observado
previamente (Zarkesh-Esfahanji, 2001 Lord, 2002, Sanchez-Margalet 2003).
Ademas, un estudio previo mostré que un anticuerpo monoclonal especifico para
inhibir la asociacién entre la leptina y su receptor también era capaz de bloquear la
produccion de TNFa en monocitos humanos (Fazeli, 2006). De Rosa et al. han
demostrado que la leptina también fue capaz, de modular el estado anérgico y la
proliferacion de clonas de linfocitos T reguladores (Treg), a través de un mecanismo
dependiente de IL-2 (De Rosa, 2007). Por otro lado, también la leptina fue capaz de
modular las respuestas de las células efectoras T, a través de mTOR (Procaccini,
2012). En base a estos antecedentes y sumandose a nuestros resultados in vitro
ofrecen una imagen compleja del efecto que puede ejercer las alteraciones de los

niveles de leptina en un proceso patolégico-inflamatorio.

Como se ha visto en otros estudios, nuestros resultados concuerdan con lo
encontrado, sobre los linfocitos T estimulados con leptina como es el caso del efecto
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de la proliferacion (Lord, 1998), la secrecion proinflamatoria de citocinas (Martin
Romero 2000), la induccién de marcadores de activacion como CD25 y CD69 (Martin
Romero, 2000), la regulacion positiva del receptor de leptina (Zarkesh-Esfahanji
,2001) y activacion de la via de sefializacion STAT3 (Papathanassoglou, 2006). Sin
embargo, nuestros resultados sugieren que las células de los pacientes son mas
sensibles al efecto de leptina respecto a las de donadores sanos, lo que posiblemente
explica la presencia de niveles mas altos de la hormona en la sangre de los pacientes
con AR.

Los resultados generales de este documento respaldan estudios previos que
proponen un papel modulador de la leptina en el establecimiento de la inflamacién
cronica durante el desarrollo de la AR. Sin embargo, su participaciéon podria ser
modificada por varios otros factores de pacientes como la genética, la edad, el IMC,
la duracion de la enfermedad (Tian 2014, Dessein, 2014) e incluso la obesidad
(Ajeganova, 2012).

7.1.2 Adiponectina

Por su parte, la adiponectina parece jugar un papel controvertido en la
modulacion del sistema inmunitario y la inflamacién: en algunos escenarios se
observa un efecto anti-inflamatorio, pero en otros tiene potencial de contribucion
inflamatoria y destruccion de tejidos. Hoang Van Tong et al. en el 2016 establecen
una relacion de IL-1b, TNFa y adiponectina, proponiendo a adiponectina como un
marcador prondstico y una intervencion terapéutica para el sobrepeso relacionado en
diabetes mellitus de tipo 2 (Hoang Van Tong, 2016). Asi también, en AR, Neumann
et al. sugieren en sus estudios, un papel activo de adiponectina en procesos
inflamatorios, en destruccién de la matriz y procesos fibroticos que contribuyen a la
destruccion articular (Neumann, 2011). Hughes-Austin, en el 2018 encontraron una
asociaciéon positiva al medir adiponectina y citocinas proinflamatorias en pacientes
con niveles altos de FR y a CCP en AR. (Hughes-Austin, 2018). Por eso resultaba

particularmente atractivo el comparar su efecto in vitro con poblaciones celulares
96



relativamente aisladas. En esas circunstancias, observamos que su incubacion con
PBMC o linfocitos T CD4+ indujo un aumento significativo en la proliferacion, en
comparacion con las células no estimuladas. De igual manera, también observamos
gue el tratamiento llevd a la secrecion de IL-2 y al rescate de la muerte inducido por
etoposido. Todo eso refuerza nuestra propuesta de que adiponectina induce un
efecto pro-inflamatorio en células sanguineas. Sin embargo, a diferencia de los
efectos diferenciales observados para la leptina observados, los efectos inducidos
por adiponectina fueron diferentes al emplear células CMN, pero se perdié cuando
se emplearon linfocitos T CD4+. Esto podria implicar que otro tipo de células,
diferentes a los linfocitos T CD4+, podrian contribuir a inducir la diferencia entre
donantes sanos o células de pacientes, como los monocitos y NK (Keustermans,
2017). Si bien algunos estudios han mostrado la presencia de receptores Acrp30
(ADIPOR1 y R2) en los linfocitos T (Gilardino, 2007), su porcentaje parece ser muy
pequefio (Wilk, 2014), lo que podria explicar nuestros resultados. Lamentablemente,
a diferencia del receptor de leptina, donde demostramos que la incubacion con el
ligando induce el incremento en los niveles en superficie del receptor, no pudimos
realizar el mismo tipo de ensayo en las células CMN o linfocitos T CD4+. De por si,
este tipo de ensayo se complica, como describio en la introduccion debido al hecho
de que hay al menos 2 receptores con afinidades aparentemente diferentes a la forma
molecular de la adiponectina. De esta manera, se ha sugerido que las formas
moleculares de la propia adiponectina podrian explicar su afinidad a uno u otro
receptor y, por lo tanto, inducir efectos fisioldgicos diferentes.

7.1.3 Fenotipo Th17

En un estudio de seguimiento a 2 afilos con pacientes con AR (Xibille, et al.
2009), observamos una correlacion positiva entre los niveles de leptina e IL-17, lo
cual podria sugerir que el incremento en los niveles de esta adipocitocina podria influir
en el fenotipo Th17 de los linfocitos T, la cual se ha asociado a procesos inflamatorios
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cronicos, como es el caso de la AR. Al inicio de este proyecto solo teniamos
conocimiento de sélo un estudio, con células MN de sangre periférica de pacientes
de la enfermedad Vogt-Koyanagi-Harada (VKH), en donde observaban que ante la
estimulacién con leptina se promovia la secrecion de IL-17 (Liu 2008). Por lo que
parecia interesante evaluar in vitro la relacion entre la leptina y la secrecion de IL-17.
En el transcurso de este tiempo, algunos otros grupos de trabajo sacaron a la luz
resultados que refuerzan nuestra propuesta de la relacion funcinal entre leptina e IL-
17. En el 2013, Yun et al, reportaron que en ratones ob/ob también se encontraba
disminuida la cantidad de células Th17, y que se restauraba la poblacion Th17 en
respuesta a la administracion de leptina. Adicionalmente, confirmaron una correlacién
positiva entre los niveles de IL-17 con los niveles de plasma, en Lupus Eritematoso
Sistémico (LES), y finalmente observaron en PBMC y en células de su modelo murino
para SLE que leptina promovia la respuesta TH17 a través de RORyT. (Yu, 2013).
Por otra parte, Reis y cols. mostraron que la sefalizacion a través del receptor ObR
podria regular la respuesta Th1l7 (Reis, 2015). Asimismo, empleando un modelo
murino de AR inducido colageno, Deng y cols. observaron que linfocitos T CD4+

naive, incubados con leptina, promovian una respuesta tipo Th17.

En este marco, nuestros experimentos sugieren que el tratamiento prolongado
con leptina favorece la expresion sostenida del factor de transcripcion RORyT en los
linfocitos T CD4+ en cultivo. Asimismo, esta adipocitocina fue suficiente para
promover la secrecion de IL-17 al medio de cultivo. Hay que resaltar que la induccion
de IL-17 fue significativamente mayor desde el dia 3 de tratamiento, aunque los
niveles se fueron incrementando hasta el dia 7, donde se concluyo el estudio. Hay
gue resaltar, sin embargo, que este efecto inducido por leptina, afecté por igual a los
linfocitos T de donadores o de pacientes con AR. Hay que hacer mencién, sin
embargo, que este tratamiento ofrecio resultados similares al inducido por un cocktalil
de citocinas y anticuerpos neutralizantes, que se propone como tratamiento para

inducir el fenotipo Th17.
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La AR se caracteriza por ser un proceso inflamatorio crénico, en donde los
sistemas de tolerancia inmunoldgica, tales como la muerte celular, parecen perder su
control. En este sentido, también podria sugerirse que la leptina podria favorecer la
activacion y sobrevida de los linfocitos T infiltrados en la articulacién inflamada.
Acorde con esto, se ha sugerido que la leptina promueve la sobrevivencia de los
linfocitos T modulando la expresion de proteinas anti-apoptéticas, como Bcl-xL, en la
apoptosis inducida por estrés (Fujita 2002). De esta manera, se podria favorecer el
estado inflamatorio cronico en los pacientes con AR. Como se observa en los
ensayos de apoptosis, la incubacién con leptina rescata de la muerte celular a los
linfocitos T. En el caso Adiponectina, poco se conoce sobre su papel anti apoptotico,
Tian et al., en sus estudios revelan que adiponectina protege a las células stem
mesenquimales, contra la apoptosis relacionada en condiciones de hipoxia /
ausencia de suero, fendbmeno mediado por AdipoR1 vinculada a las vias de
sefializacion de AMPK, (Tian, 2016), asi también la inhibicion de la apoptosis por
adiponectina podria estar vinculado a mecanismos utilizados por leptina via

mitocondrial.
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7.2. Estudio Clinico

Los pacientes fueron reclutados en la clinica de Reumatologia del Hospital
General de Cuernavaca en Morelos, México, entre 2007 y 2009 y todos los pacientes
siguieron una estrategia de tratamiento similar: metotrexato (7.5 a 15 mg / semana)
en combinacién con cloroquina 150 mg / dia y prednisona <10 mg / dia. La actividad
de la enfermedad se midio utilizando DAS28 en funcion del nimero de articulaciones
periféricas inflamadas y dolorosas, la evaluacion general de los pacientes mediante
la escala analdgica visual (VAS) y la tasa de sedimentacion eritrocitica (ESR). Los
pacientes se sometieron a una evaluacion clinica realizada por un Unico reumatologo;

lo que hasta cierto punto nos permiti6 homologar los resultados clinicos.

Aunque se sugiere que los niveles de las adipocitocinas dependen del
contenido de tejido graso blanco, en este estudio el IMC parece no haber ejercido un
papel significativo en los niveles de citocinas/adipocitocinas cuando se realizaron los
analisis de correlacion. El sexo, la edad, el tiempo desde el inicio o la VSG también
se controlaron y los cambios en los niveles de citocinas o adipocitocinas se mostraron

independientes a estas variables.

Para el analisis comparativo, los pacientes fueron estratificados de acuerdo al
indice de actividad DAS28, siguiendo los criterios del EULAR: baja actividad de la
enfermedad (DAS28 <3.5), actividad moderada (DAS28> 3.5 a <5.1) y alta actividad
de la enfermedad (DAS28> 5.1). Inicialmente, al hacer una comparacion entre los
grupos solo se pudo observar diferencias significativas en los niveles de leptina,
resistina, IL-6 e IL-17, los cuales fueron incrementandose con la actividad de la

enfermedad.

Previamente otros grupos habian evaluado la posible relacion clinica entre
estos factores adipogénicos y la actividad clinica en pacientes con AR, sin embargo,
en su conjunto los resultados fueron muy heterogéneos y variados. Primero, los
estudios presentaron disefios muy diferentes entre ellos; segundo, la variacién en las
caracteristicas antropométricas y genéticas de las diferentes poblaciones estudiadas
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ocasiono la obtencién de resultados muy dispares; tercero, las técnicas de evaluacion
fueron diferentes. Todo esto, en lugar de ayudar, dificulta en el establecimiento de
una propuesta cientifica. En ese sentido se puede observar que algunos grupos
reportan una asociacion significativa entre los niveles de leptina y la actividad (Otero
2006, Targonska-Stepniak, 2008, Targonska-Stepniak 2010), pero otros estudios no
observaron esta relacién (Popa 2005, Bokarewa 2003). A pesar de todo esto, y
considerando que la prevalencia de sobrepeso-obesidad es muy alta en la poblacion
mexicana, consideramos que seria importante determinar el nivel basal de estas
adipocitocinas en la poblaciéon sana de nuestro pais, al tiempo de comparar con los
pacientes con AR.

En este estudio, pudimos nuevamente confirmar que los niveles de leptina se
incrementan a la par de la actividad clinica de la enfermedad (rho de
Spearman=0.512, p<0.0001). En base a estos resultados, se podria proponer que la
relacion entre la leptina y la actividad clinica de la AR es directa. En ese sentido, los
experimentos in vitro con leptina permiten fortalecer su papel como inductor de la
respuesta inflamatoria. Resulta significativo que el incremento de leptina parece
ocurrir de manera independiente a la proporcion de grasa corporal (IMC), por lo que
uno podria sugerir dos explicaciones: 1) durante la inflamacion cronica, los adipocitos
son estimulados a secretar mas leptina; 2) las otras fuentes de leptina son el blanco
de la estimulacién inflamatorio. Sin embargo, hay que reconocer que el IMC no es la

mejor medida de la grasa corporal.

Al realizar los analisis de correlacion simple, pudimos confirmar que los niveles
de leptina se asociaron de manera positiva con el incremento en los niveles de
resistina y los niveles de IL-1b, fortaleciendo su papel como inductor de la
inflamacion. A diferencia de las publicaciones de otros autores, no encontramos una
correlacion entre la leptina y la IL-6 o de IL-17, posiblemente debido a las diferencias
en el origen de las muestras (liquido sinovial versus sangre periférica) y el disefio
(transversal vs. longitudinal) (Xibille-Friedmann, 2010, Olama, 2012).
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Por otra parte, nuestro estudio permite sugerir que los niveles de resistina se
asocian positivamente con la actividad de la enfermedad (rho=0.274, p<0.05),
mientras que la resistina mostr6 una correlacion limitada con otras citocinas
inflamatorias. La mayoria de los estudios, solo realizan una comparacion entre
donadores y paciente y proponen una participacion en el proceso inflamatorio, pero
no correlacionan con la actividad. (Migita, 2006,). Aunque aun falte mucho por
elucidar, Su y colaboradores proponen que el papel de Resistina consiste en el
desencadenamiento de la angiogénesis en respuesta al “homing” e infiltracién de
células progenitoras endoteliales hacia el sinovio en el proceso inflamatorio de la

artritis reumatoide, sugiriéndolo como un blanco terapéutico.

Por el contrario, los niveles de la adiponectina parecen no estar asociados con
la actividad de la enfermedad clinica; sin embargo, mostr6é una asociacion diferencial
con los niveles de IL-1B y TNF-a: una correlaciéon positiva con IL-1b y una negativa
con TNF-a. Estudios previos han confirmado la relacién antagonista entre el TNF-a y
la adiponectina y han observado un efecto sinérgico de la adiponectinay la IL-1b para
promover la secrecién de citocinas proinflamatorias. (Zappala, 2009). Sin embargo,
aun existe controversia sobre su papel exacto en la inflamacién de la AR (como
observamos en la seccién anterior) el papel de adiponectina en AR esta fuertemente
vinculado hacia la inflamacion. Asi también, adiponectina tiene un importante papel
metabdlico en sensibilidad a la insulina, que podria influir en las caracteristicas de
cada paciente dependiendo de otros factores como la adiposidad.

Segun lo observado por otros autores, (Chen, 2011), los niveles circulantes de IL-6 e
IL-17 de pacientes con actividad moderada/alta (DAS28> 3.5) fueron
significativamente mas altos que los de pacientes en remision o con baja actividad
de la enfermedad. Sin embargo, el analisis de correlacion ofrecio un modelo complejo
de relacién entre las citocinas para una enfermedad inflamatoria como la AR.
Mientras TNF-a se asoci6 positivamente con IL-17, presentd una correlacion negativa
con IL-1b y no se encontré asociacién con IL-6. En apoyo de nuestros resultados,
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estudios previos han observado una relacion antagonista entre TNF e IL-1b. (Sakito,
1995). Asi también se encontrdé una asociacion positiva entre IL-13 e IL-6. En la
Figura 36 se muestra un escenario hipotético de la relacion entre las adipocitocinas
leptina, adiponectina y resistina, sobre los efectos celulares en CMN vy linfocitos T y
posible influencia sobre la actividad clinica de los pacientes con AR. En base a esta
hipbtesis, resulta atractiva la posibilidad de favorecer la remision del paciente
mediante la regulacion farmacoldgica de las adipocitocinas, ademas del hecho de
gue un cambio en el estilo de vida del paciente, podria significar disminuir el contenido
de tejido graso blanco y, por tanto, la disminucion de los niveles de leptina y resistina.
Todos estos cambios podrian ayudar en el control del proceso inflamatorio y de los

sintomas en los pacientes con AR.
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Figura 37.- Posible participacion de las adipocitocinas en el proceso inflamatorio inducido
durante el desarrollo de la Artritis Reumatoide

7.3 Limitaciones del estudio
Continuando en este tenor, no existen muchas evidencias que evalten los
efectos in vitro de las adipocitocinas en pacientes con AR PBMC y células T, y mucho
menos en AR y ciertamente deben ser confirmados por otros grupos, ya que el papel
inflamatorio de estas sigue siendo discutido. El presente estudio, sin embargo, tiene
varias limitaciones, que incluyen un tamafio de muestra pequeiio, la heterogeneidad
del tratamiento con DMARD vy las limitaciones en el tratamiento.
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De las poblaciones de estudio, algunos donadores fueron excluidos del estudio
ya que mostraron indices de IMC y edad, diferentes del grupo de pacientes, por lo
gue preferimos parear las poblaciones de estudio con base a estos parametros. Sin
embargo y dado que se obtuvieron resultados que parecen involucrar a las
adipocitocinas en un papel clave dentro de la patogenia de AR, analizar, seria
recomendable aumentar el tamafio de muestra con el fin de que los resultados sean
mas concluyentes.

Es importante denotar que debido al hecho de que los pacientes no tuvieron
acceso a la terapia biologica y que la toxicidad debida al metotrexato se observé con
frecuencia con dosis de mas de 15 mg / semana, en muchos casos no se logré una
remision parcial o completa, un factor que también desempefia un papel en los
resultados. Sin embargo, dado que todos los pacientes fueron seguidos y tratados
por un solo médico, los criterios clinicos empleados para su evaluacién fueron

homogéneos.
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8. CONCLUSIONES

1. La incubacion in vitro de leptina indujo un nivel significativamente mayor de
proliferacion de células mononucleares de sangre periférica y linfocitos CD4+
proveniente de pacientes con AR, en comparacion con células derivadas de
donadores sanos.

2. Este efecto parece depender de la secrecion diferencial de IL-2, entre células
de donadores y pacientes.

3. Asimismo, tanto el nivel de proliferacion celular como la secrecion de IL-2 se
correlacionaron de manera positiva con la actividad clinica (DAS28) de la
enfermedad.

4. La incubacién in vitro de leptina indujo el aumento de los niveles en superficie
de su receptor ObRDb, en niveles similares entre donadores y pacientes.

5. Se confirm6 que la incubacion de linfocitos T CD4+ indujo la activacion de la
via canonica de STAT3, aunque no se observaron diferencias de fosforilacion
entre las células de donadores y pacientes.

6. Asimismo, se observd que leptina promovido la activacion celular
incrementando los niveles de CD69 y CD25, siendo este ultimo mayor el efecto
en células de pacientes.

7. Laincubacion de leptina promovi6 la secrecion de IL-1B y de TNFa, sugiriendo
un efecto pro-inflamatorio. y el estimulo de Adiponectina de IL-6 y TNFa., de
manera diferencial entre donadores sanos y pacientes con AR.

8. Adicionalmente, se confirmdé que la incubacién con leptina tuvo un efecto
protector de la apoptosis inducida por etopdsido.

9. Por su parte, la adiponectina promovié un efecto similar a la leptina:
estimulando la proliferacion, secrecion de IL-2, expresion de marcadores de
activacion (CD25 y CD69) y rescate de la apoptosis inducida por etoposido.
Sin embargo, su efecto parece no mostrar diferencia entre células de
donadores y pacientes.
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10.Asimismo, la incubacion con adiponectina, a diferencia de la leptina, indujo un
incremento en la secrecion de IL-6; confirmando un efecto pro-inflamatorio a

esta adipocitocina.

11.Por su parte, la leptina fue capaz de inducir la sobreexpresion del factor de
transcripcion RORyT y la induccion de secrecién de IL-17 en una poblacién de
linfocitos T CD4+, sugiriendo su diferenciacién al fenotipo Th17.

12.Por otra parte, los niveles circulantes de leptina y resistina se correlacionaron
significativamente con la actividad clinica, observacion que no ocurrié para

adiponectina.

13.Por su parte, se pudo observar una correlacion positiva significativa entre los
niveles de leptina, resistina, IL-6 e IL-17 se correlacionaron positivamente con
la actividad clinica de los pacientes con AR de una manera independiente del
IMC.

14.Estos resultados sugieren la existencia de varios mecanismos bioldgicos para
explicar un efecto pro-inflamatorio de las adipocitocinas leptina y adiponectina,

sobre las células mononucleares y, sobre todo, los linfocitos T CD4*.

15.Desde que el efecto de la leptina, aparentemente, fue mayor para las células
de pacientes con AR, sugerimos que estas células muestran un umbral de
activacion mas bajo y, por lo tanto, los efectos, particularmente, de leptina

podrian ser mayores.
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9. PERSPECTIVAS

1. Con el objetivo de encontrar asociaciones significativas entre los parametros
clinicos y los fenbmenos in vitro, se propone incrementar el nUumero de pacientes y
donadores incluidos en este estudio.

2. Evaluar las isoformas de adiponectina presentes en sangre y liquido sinovial de
los pacientes.

3. Evaluar el tipo y funcion de los receptores de adiponectina presentes en células
control y activadas.

4. Elucidar las vias de sefializacion utilizadas por las adipocitocinas que desencadena
la respuesta diferencial entre pacientes con AR y donadores sanos.

5. Estudiar los procesos desencadenantes de las adipocitocinas en otras poblaciones

celulares.
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