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Resumen

Introduccion: La artritis reumatoide (AR) es wuna enfermedad autoinmune
caracterizada por inflamacién articular severa, hiperplasia sinovial y degradacion del
cartilago y hueso articular. Los pacientes con AR presentan una respuesta inmunitaria
amplificada de los linfocitos Th1y Th17, asi como la produccién de autoanticuerpos
por linfocitos B autorreactivos. En la articulacién, los macréfagos median la
destrucciéon ésea y mantienen el proceso inflamatorio en la AR. Existe un creciente
conjunto de evidencias que indica que las especies reactivas de oxigeno (ROS)
derivadas de la NADPH oxidasa (NOX2), producidas principalmente por macréfagos y
neutréfilos, pueden tener funciones efectoras en la AR.

Hipotesis: La AR induce un estado inflamatorio sistémico, caracterizado por un
aumento de monocitos circulantes y macrofagos tisulares de fenotipo proinflamatorio
productores de ROS vinculado a un agravamiento de la actividad de la enfermedad.
Objetivos: Este estudio tuvo como objetivo general analizar la respuesta inflamatoria
monocito-macrofagica en la AR a nivel sistémico y articular. Especificamente, describir
la respuesta inmune inflamatoria de esta enfermedad, caracterizar las poblaciones
monocitarias y macrofagicas, investigar el papel de las ROS en la inflamacion, y
correlacionar variables inflamatorias con la actividad de la enfermedad.

Metodologia: En primera instancia se puso a punto un modelo murino de CIA
caracterizando la respuesta inmune inflamatoria, humoral y celular, local y sistémica,
posteriormente evaluando el papel de las ROS en un modelo murino deficiente de
NOX2. Por otro lado, llevamos a cabo un abordaje complementario que consistid en
la evaluacion del rol de los monocitos en la producciéon de ROS en pacientes con AR
establecida, correlacionando estas variables con la actividad de la enfermedad.
Resultados: Nuestros resultados indican que la produccién de ROS dependiente de
NOX2 atenua la inflamacion y los signos clinicos al disminuir las respuestas
inmunitarias innatas y adaptativas en la artritis inducida por colageno en ratones.
También informamos que la produccién de ROS por monocitos clasicos y no clasicos
circulantes de pacientes con AR se correlaciona negativamente con los sintomas de
la enfermedad.

Conclusion: La AR estd asociada a un estado inflamatorio sistémico y articular,
caracterizado por un aumento de monocitos circulantes y macréfagos tisulares de
fenotipo proinflamatorio (M1) productores de ROS, siendo estas responsables de la
mejoria sintomatica correlacionando negativamente con la actividad clinica de la
enfermedad.

Perspectivas: Las ROS producidas por diferentes subpoblaciones de monocitos en la
sangre periférica podrian considerarse biomarcadores Uutiles o predictores de la
respuesta inmunitaria asociada con la actividad de la enfermedad en AR. Es relevante
continuar esta linea de investigacion, evaluando en forma detallada el perfil celular
monocito-macrofagico en el modelo de animales deficientes de NOX2, asi como
ampliando el numero de pacientes de estudio.
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Introduccion

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria cronica, sistémica,
autoinmune de etiologia desconocida, que afecta principalmente a las articulaciones
sinoviales. De no ser tratada, da lugar a remodelacién articular, como consecuencia
de una erosién progresiva del cartilago y el hueso, conduciendo al desarrollo de
secuelas articulares que generan gran morbimortalidad.

A continuacién profundizamos en la seccion introduccion, que se divide en dos
grandes bloques: una primera seccion centrada en la descripcion clinica de la
enfermedad y una segunda enfocada en la inmunopatogenia de la enfermedad y sus
aspectos mas relevantes para este trabajo.

Descripcion Clinica

Aspectos epidemiolégicos y antecedentes

La AR representa la forma mas frecuente de artritis, con una prevalencia de hasta 1%
de la poblacién general (1). La afeccion es tres veces mas frecuente en el género
femenino que en el masculino, si bien puede observarse a cualquier edad, predomina
entre los 40 y 50 afios (2).

Un estudio realizado (3) en el Hospital Maciel (HM) que incluyé 83 pacientes con AR,
de una poblaciéon de 339 pacientes con Enfermedades Autoinmunes Sistémicas
(EAS), mostré a la AR como segunda EAS mas frecuente siguiendo al lupus
eritematoso sistémico (LES). El 87% de los pacientes eran mujeres y el 13% hombres.
La edad promedio fue de 59.1 afios, en un rango de 27 a 80 afios. La duracién media
de la enfermedad antes del primer tratamiento con Farmacos Modificadores de la
Enfermedad (FAMEs) fue de 8 meses, con un seguimiento promedio de 10 afios. Una
de cada tres pacientes presentaba solapamiento con otra EAS siendo el LES el mas
frecuente y el Sindrome de Sjogren (SS) en segundo lugar.

Desde las primeras descripciones de la enfermedad, padecerla representa un factor
de riesgo para multiples desenlaces desfavorables (4), los cuales pueden ser
prevenidos por un diagndstico precoz y tratamiento oportuno. Para contextualizar la
problematica de la enfermedad es importante remarcar algunos aspectos relevantes:

La AR puede conducir a una alta morbimortalidad (4), la cual puede ser prevenida
mediante un diagndstico temprano y un tratamiento adecuado y oportuno. Para
valorar la magnitud de esta problematica, resulta fundamental destacar algunos
aspectos clave:
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Discapacidad laboral: el impedimento de la funcién articular dificulta la realizacién de
varias actividades que se realizan diariamente. Alrededor de un 40% de los pacientes
con AR tienen impedimentos formales para trabajar a los 10 afios del diagndstico (5).
El autor George W. Balfour, en su publicacién (6) en el Edinburgh Medical Journal en
1845 se refiere a la repercusion de la enfermedad de la siguiente manera: “..hay
pocas enfermedades que merezcan mds su atencion cuidadosa que la artritis
reumatoide; no por su mortalidad, ya que no tiende a acortar la vida, sino por el
sufrimiento que produce y la invalidez que resulta de ella...”, persistiendo hasta el dia
de hoy, pacientes que aun se encuentran en padecen este escenario.

Reduccion en la calidad de vida: pacientes diagnosticados con AR tienen una menor
calidad de vida fisica y mental comparadas con la poblacion general (7).

Cirugias de reemplazo articular: en paises desarrollados, hasta un 25% de pacientes
con AR realizan al menos una cirugia de reemplazo articular dentro de los 20 afios
desde el diagndstico de la enfermedad (8).

Desarrollo de enfermedades cronicas: en este escenario, los pacientes tienen mayor
probabilidad de desarrollar enfermedades cronicas, incluyendo desde las que estan
estrictamente asociadas a la enfermedad(manifestaciones extraarticulares) (9), al
tratamiento (10), asi como también enfermedades cardiovascular y hasta patologias
neoplasicas (11).

Mortalidad prematura: la sobrevida global se encuentra disminuida en pacientes con
AR en comparacion con la poblacién general, pero compartiendo las mismas causas
de muerte en frecuencia (12).

Etiopatogenia

Es una enfermedad multifactorial en donde intervienen factores genéticos vy
epigenéticos, ambientales, hormonales e inmunoldgicos. En lo que respecta al
componente genético, existen estudios que muestran un riesgo de desarrollar AR del
50% en gemelos monocigdticos. Se han identificado asociaciones genéticas
especificas, como el antigeno leucocitario humano (HLA) DR4 y DRB1, centrales en la
susceptibilidad genética a la AR. Otros marcadores genéticos identificados mediante
estudios de asociacién de genoma completo incluyen el gen STAT4 y el locus CD40,
que contribuyen a la susceptibilidad a la AR y otras EAS (13). Por otro lado, entre los
factores ambientales se destaca el tabaco, las infecciones y la microbiota. El humo de
tabaco es capaz de interactuar con genes que incrementan la susceptibilidad a
desarrollar la enfermedad, siendo uno de los principales mecanismos involucrados la
citrulinizacion de proteinas (14).
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De los datos epidemioldgicos se desprende la asociacion entre el sexo femenino y la
enfermedad, por lo cual el eje hormonal, la patogenia y la actividad de la enfermedad
(como definiremos mds adelante) han sido vinculadas. A modo de ejemplificar
algunas de estas asociaciones, el embarazo a menudo provoca remisién de la AR,
probablemente debido a los mecanismos que potencian la tolerancia inmunoldgica
desarrollados en el contexto de la gestacion (15). El uso de anticonceptivos orales no
se ha demostrado que afecta el riesgo de AR. Algunos estudios evidencian como
factores protectores de desarrollo de AR a la mayor paridad y a la lactancia materna
de mas de 24 meses,demostrando un rol hormonal en la patogenia de esta
enfermedad (16).

Algunas infecciones virales se han asociado con un aumento en la incidencia de AR
tales como el virus de Epstein-Barr (EBV), rubéola, citomegalovirus (CMV) y el virus de
la hepatitis C (HepC). Estos virus pueden actuar como disparadores, especialmente
en individuos con una predisposiciéon genética a enfermedades autoinmunes,
generando una respuesta inmune desregulada que lleva a la inflamacién crénica,
caracteristica de la autoinmunidad (17).

La microbiota intestinal influye en el equilibrio del sistema inmunolégico, modulando
las proporciones de linfocitos Th17 y T reguladores (TReg) principalmente a nivel
intestinal. Estos fenotipos son necesarios para mantener la homeostasis y evitar
respuestas a antigeno de la dieta manteniendo la tolerancia oral. Si bien inicialmente
se asocid la disbiosis con enfermedades inflamatorias intestinales, actualmente se
reconoce su implicancia en patologias autoinmunes sistémicas como la AR. En este
contexto el balance fenotipico de la inmunidad adaptativa es critico, ya que un
aumento en la actividad de los Th17, junto con una disminucién de los TReg, favorece
la inflamacion cronica y el desarrollo de la autoinmunidad (18).

Estudios en modelos experimentales han demostrado que la microbiota bacteriana es
esencial para la maduraciéon de los Th17 en la mucosa intestinal. La disbiosis,
caracterizada por alteraciones en la composicién microbiana, puede contribuir a la
hiperactivacién del sistema inmune, promoviendo la produccién de citocinas
proinflamatorias como IL-17, IL-6 y TNF-a, que desempefian un papel clave en la
patogenia de la AR (18) (19).

La identificacion de microorganismos especificos involucrados en la activacion o
regulacién del sistema inmune podria abrir nuevas estrategias terapéuticas basadas
en la modulacién del microbioma para reducir la inflamacién y restablecer la
tolerancia inmunoldgica en pacientes con AR (19).
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Presentacion clinica

Desde el punto de vista clinico existen multiples presentaciones de la AR. La
presentacion clinica mas frecuente es aquella que se manifiesta con un sindrome
poliarticular (involucra multiples articulaciones simultdaneamente) en donde se puede
evidenciar signos clinicos de la inflamacion, siendo: el edema, el rubor, el calor, el
dolor y la pérdida funcional (Figura 1). Dentro de las manifestaciones clinicas que
integran este sindrome, varias merecen ciertas consideraciones clinicas. El dolor
articular, es caracteristicamente inflamatorio, con peoria en el reposo vy alivio con el
movimiento. Generalmente se acompafia de rigidez matinal, siendo altamente
orientadora si es prolongada, mayor a 30 minutos. En lo que respecta a la localizacion
puede comprometer pequefias, medianas y grandes articulaciones, siendo las
articulaciones interfaldngicas proximales, metacarpofaldngicas y pufios las mas
comunmente involucradas. Otros pacientes pueden mostrar al diagndstico marcadas
deformaciones articulares e incapacidad funcional debido a que no han tenido un
diagndstico temprano ni tratamiento oportuno (Figura 2). A su vez, es de destacar
que el compromiso extraarticular es otra forma de presentacién clinica de estos
pacientes, pudiendo afectar diversos érganos y sistemas. De estar presente nos
habla de una mayor severidad y mortalidad de la AR.

Figura 1.

Figura 1. Signos clinicos de artritis. Edema de las articulaciones metacarpofalangicas
derechas. (Foto autorizada para ser utilizada para fines académicos - Fuente propia).

14



Figura 2.

pt

Figura 2. Secuelas osteoarticulares de la AR. Se denota desviacién cubital de los
dedos con subluxaciones de la MCF y pulgar en ojal. (Foto autorizada para ser
utilizada para fines académicos - Fuente propia).
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Pruebas diagndsticas

Las enfermedades autoinmunes, como la AR, a menudo se caracterizan por la
presencia de autoanticuerpos, o que corresponde un pilar humoral diagndstico, si
bien su ausencia no descarta la enfermedad. El factor reumatoide (FR) y los
anticuerpos contra proteinas citrulinadas (CCP) son los dos autoanticuerpos
presentes en los criterios clasificatorios. El FR no es especifico de la AR y puede estar
presente en pacientes con otras EAS, neoplasias o infecciones. Su sensibilidad
reportada en un meta analisis fue de 69% (IC 65-73) elevando su sensibilidad a 89%
cuando se presenta a titulos altos (tres veces mas del valor normal) (20),

Los anticuerpos contra proteinas citrulinadas (CCP) son mas especificos para la AR
(21). Los anti-CCP tiene una sensibilidad entre el 70-75% y una especificidad mayor al
90% (22). Aproximadamente entre el 50 al 80% de las personas con AR tienen FR
positivo, anticuerpos contra CCP, o ambos positivos (23). Habiendo un porcentaje de
pacientes con AR seronegativa.

Tanto el FR como el CCP han demostrado ser predictores del desarrollo de la
enfermedad, ya que su presencia puede ser detectada afios antes de la aparicidén de
los sintomas clinicos. A su vez, la positividad de estos autoanticuerpos tiene valor
prondstico, evidencidndose que a mayor titulo, peor prondstico. En la cohorte de
pacientes del HM (3) se identificé que el 84% de los casos tenian FR positivo y el 73%
contaban con anticuerpos anti-CCP positivos, mientras que el 10.8% fueron
catalogados como AR seronegativa.

Dentro de los otros parametros humorales, los niveles de proteina C-reactiva (PCR) y
la velocidad de sedimentacion de eritrocitos (VES) a menudo estan elevados en la AR
(24), siendo incluidos dentro de los criterios clasificatorios.

Criterios clasificatorios:

En el 2010, el Colegio Americano de Reumatologia (ACR) y la Liga Europea contra el
Reumatismo (EULAR) colaboraron para crear criterios de clasificacion para la AR
(Anexo 1). Estos criterios marcan una franca tendencia en el esfuerzo por diagnosticar
la AR mas temprano en pacientes que no cumplen con los criterios clasificatorios
previos de 1987 del ACR. Los criterios de 2010 no incluyen la presencia de ndédulos
reumatoides ni cambios radiograficos erosivos, ambos menos probables en la AR
temprana. La artritis simétrica tampoco es requerida en los criterios de 2010, lo que
permite una presentacion temprana asimétrica u oligoarticular. Estos criterios toman
en cuenta cuatro items, a saber: distribucién articular, duracién de sintomas,
reactantes de fase aguda, autoanticuerpos. La presencia de un puntaje de 6 o0 mas
permite clasificar para la enfermedad.
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Tratamiento

Los objetivos de la terapia incluyen minimizar los sintomas, modificar la enfermedad
(prondstico), tratar y prevenir complicaciones para asi lograr mantener la calidad de
vida personal y laboral.

Las guias de la practica clinica han abordado el manejo de la AR, para el inicio del
tratamiento se deberd tener en cuenta distintas variables: contraindicaciones y
tolerancia a farmacos, comorbilidades, severidad, actividad de la enfermedad y ultimo
pero no menos importante la preferencia del paciente (25). Es asi que se debera
tratar para lograr un objetivo terapéutico o “treat to target” individualizado a cada
paciente, siendo el “ideal”: la remisidon de la enfermedad. Para esto, el médico debe
basarse en la clinimetria seriada del paciente, teniendo en cuenta los parametros de
actividad de la enfermedad (DAS28) (26).

A modo de remarcar las dificultades en el tratamiento y su manejo, se presenta
nuevamente una cita del Dr. Balfour en la primera publicacién formal sobre la AR (6):
“Sabiendo las dificultades que enfrentamos al intentar tratar racionalmente cualquier
enfermedad, incluso cuando tiene una patologia definida, podrian preguntarse sobre
qué principios podemos esperar tratar con esperanza una enfermedad como esta,
tan rica en su anatomia patoldgica y tan oscura en su patologia. Sin embargo, podria
responderse bien que, incluso cuando la patologia de una enfermedad es mejor
conocida, nuestro tratamiento mds exitoso suele ser solo un empirismo exitoso, cuyo
modo de accion ha recibido una explicacion variable en cada época sucesiva; y solo
en los casos mds raros podemos demostrar efectivamente una conexion racional
entre la administracion de un remedio y su supuesta accion curativa.”

El tratamiento de la AR incluye:

1) Medidas generales: En cuanto al ejercicio y la fisioterapia, los ensayos
controlados aleatorios respaldan el ejercicio fisico para mejorar la calidad de
vida y la fuerza muscular en pacientes con AR. (27), (28), (29). El abandono del
habito tabaquico es otro de los pilares terapéuticos. Como se menciondé
anteriormente, el humo de tabaco lleva a un aumento de la conversion de
arginina en citrulina con el consiguiente incremento de la citrulinizaciéon de las
proteinas, empeorando la actividad de la enfermedad.

2) Antiinflamatorios: Antiinflamatorios No Esteroideos (AINES) y corticoides.
Sabiendo que los mismos no mejoran la mortalidad.

3) FAMEs: son el pilar del tratamiento de esta enfermedad dado que modifican la
enfermedad y disminuyen la mortalidad.
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AINEs y corticoesteroides

El tratamiento sintomdatico para la AR puede incluir AINEs y corticosteroides orales o
intraarticulares para controlar el dolor y la inflamacién. Se deberan iniciar siempre
asociados a un FAME, dado que los antiinflamatorios no disminuyen la mortalidad. En
el caso de los corticoides se recomienda asociar a dosis bajas y por el menor tiempo
posible, dado a los grandes efectos adversos que presentan.

FAMEs

Los FAMEs son la base del tratamiento de la AR, pudiendo ser sintéticos
(convencionales o dirigidos) o bioldgicos (30). Los agentes biolégicos incluyen
anticuerpos monoclonales y receptores recombinantes para bloquear las citoquinas
que promueven la cascada inflamatoria que interviene en la patogenia de la AR. En el
grupo de fadrmacos sintéticos convencionales el metotrexate es recomendado como
tratamiento de primera linea en pacientes con AR, a menos que esté contraindicado o
sea mal tolerado (25). En este ultimo caso la leflunomida o la sulfasalazina pueden
ser una buena estrategia terapéutica (31.32).

En aquellos casos donde a los 3-6 meses no se logre el objetivo terapéutico

planteado para el paciente se deberd rotar a farmacos sintéticos dirigidos o
bioldgicos (26,31) como se evidencia en la Eigura 3 a continuacion:
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Figura 3.
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Figura 3. Diagrama de flujo. ACR: Colegio Americano de Reumatologia; bDMARDs:
farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad biolégicos; csDMARDs:
farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad sintéticos convencionales;
FDA: Administraciéon de Alimentos y Medicamentos; JAK: Janus quinasa; MTX:
metotrexato; NMSC: cancer de piel no melanoma; tsDMARDs: farmacos
antirreumaticos modificadores de la enfermedad sintéticos dirigidos. Extraida de (26)

Dentro de las terapias biolégicas se cuenta con: los inhibidores del Factor de
Necrosis Tumoral (TNF) alfa, anti-IL6, Anti-IL-1, bloqueadores de la coestimulacion, o
anti-CD20 (25).

Por otro lado se encuentran los sintéticos dirigidos siendo los inhibidores de la Janus
kinasa (anti-Jak) (25)..

Situacion en Uruguay

En Uruguay, el Fondo Nacional de Recursos (FNR) cubre el tratamiento de la AR con
medicamentos de alto costo, como los biolégicos y sintéticos dirigidos. entre las
terapias biolégicas en el Uruguay contamos con : Adalimumab (anti-TNF), Etanercept
(anti-TNF, proteina de fusion E), Golimumab (anti-TNF), Infliximab (anti-TNF), Rituximab
(anti-CD20), Tocilizumab (anti-IL-6, receptor de interleucina-6). Entre los sintéticos
dirigidos: Tofacitinib (inhibidor JAK) y Upadacitinib (inhibidor de JAK). La cobertura
estd sujeta a un protocolo que establece criterios especificos de inclusion y exclusion,
asi como pautas de administracion y seguimiento (2). Los pacientes deben presentar
historia clinica completa, cumplir con estudios paraclinicos y seguir pautas de
vacunaciéon. La normativa incluye una evaluacidon trimestral de la efectividad y
seguridad del tratamiento, y establece condiciones para la rotacion o suspension de
medicamentos en caso de ineficacia o efectos adversos, asegurando un tratamiento
personalizado y seguro para los pacientes con AR.

Evaluacion de la actividad de la enfermedad

Al tratarse de una enfermedad crénica y que cursa con periodos de actividad
variable, es necesario contar con un instrumento que nos permita determinar la
evolucién de la enfermedad, especialmente en relacion a las intervenciones
terapéuticas, permitiendo un manejo mas estandarizado de tan compleja patologia.

La creacién de instrumentos para evaluar estructuradamente la actividad de la

enfermedad incluyen medidas compuestas que integran varias variables clinicas y de
laboratorio claves, permitiendo una evaluacién cuantitativa estandarizada.
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La mayoria de los principales conjuntos de variables validados (32) para este
propdsito incluyen:

Conteo de articulaciones inflamadas y dolorosas: Las articulaciones se evallan segun
dos caracteristicas:

* Tumefaccidn articular (conteo de articulaciones inflamadas NAT).

e Dolor al presionar o mover (conteo de articulaciones dolorosas NAD).

Es de destacar que no pondera las articulaciones por su tamafio ni se califican por el
grado de edema asi como tampoco valora las articulaciones de los pies.

Dolor medido por paciente o médico: El dolor suele medirse mediante evaluaciones
globales del paciente y evaluador. La actividad de la enfermedad evaluada por el
paciente (PGA) o el evaluador (EGA) sigue métodos de escalas numéricas o de Likert.
La PGA, centrada en la experiencia del paciente, suele ser subjetiva, influenciada
especialmente por el dolor. La EGA, en cambio, incorpora tanto datos subjetivos
como objetivos. Los PGAs suelen puntuar mas alto que los EGAs, ya que los
pacientes tienden a ver la discapacidad funcional como una manifestaciéon de la
enfermedad activa, mientras que los evaluadores médicos comparan con otros casos
de AR.

Reactantes de fase aguda: la respuesta inflamatoria aguda, medida por la VES y la
PCR, es la medida mas objetiva de actividad de la enfermedad segun algunos
estudios (33). Pese a esto, a menudo los efectos de los farmacos sobre los reactantes
de fase aguda pueden alterar la interpretacion de la actividad de la enfermedad,
especialmente los inhibidores del receptor de IL-6 o de JAK, que reducen la
produccion hepatica de reactantes sin necesariamente reflejar mejoria clinica,
afectando la evaluacién de la actividad de la enfermedad vy los signos de laboratorio.
Los niveles elevados de VES y PCR se correlacionan de buena forma con la actividad
clinica y la progresion del dafio articular (34). Estas pruebas son accesibles,
estandarizadas y econdémicas.

A continuacién, profundizaremos en los indices relevantes para esta investigacion, el
CDAly el DAS28.

Indice de Actividad de la Enfermedad Clinica (CDAI): no requiere la medicién de un

reactante de fase aguda, lo que permite una rapida evaluacién. Es un indice que
varia de O a 76 y se correlaciona bien con otros puntajes de actividad de la
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enfermedad (35) y criterios de respuesta, asi como con la progresion del dafio
articular y la discapacidad funcional.

El CDAI se interpreta de la siguiente manera:
¢ <2.8: Remision
«2.8a10: de la enfermedad
«11a22: de la enfermedad
« >22: Alta actividad de la enfermedad

La ventaja del CDAI es que facilita decisiones de tratamiento inmediatas basadas
completamente en criterios clinicos que incluyen la evaluacion de las articulaciones.

Puntaje de Actividad de la Enfermedad utilizando 28 articulaciones (DAS28): el
Puntaje de Actividad de la Enfermedad (DAS) y su modificacién ampliamente utilizada,
el DAS28, utiliza un conteo de 28 articulaciones y proporciona un puntaje global y
continuo para la evaluacién de la actividad de la enfermedad (36) (Figura 4). Hay
calculadoras disponibles para calcular facilmente el DAS28 utilizando la VES y la PCR.
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Figura 4.
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Figura 4. Score DAS 28. Extraido de (37).

Definicion de niveles de actividad segun los puntajes DAS28:
¢ <2.6: Remision
e26a3.2: de la enfermedad
e3,2ab5: de la enfermedad
¢ >5.1: Alta actividad de la enfermedad
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Sin embargo, dependiendo del tratamiento utilizado, entre el 15 y el 50% de los
pacientes con puntajes DAS28 de 2.6 (el punto de corte para remisién) contindan
teniendo 2 o mas articulaciones inflamadas; algunos incluso pueden tener mas de 10
articulaciones inflamadas y aun asi ser clasificados como en “remisién” utilizando este
indice compuesto (38).

Comprender los indices de actividad y su relacién con parametros inflamatorios
clinicos y paraclinicos nos permite desarrollar y caracterizar modelos matematicos
con variables experimentales, pudiendo desprendernos de la influencia de los
tratamientos en particular, evaluando unicamente la actividad de la enfermedad como
veremos mas adelante.

Biomarcadores no tradicionales

Los biomarcadores, comunmente Illamados “marcadores bioldgicos”, son
caracteristicas bioldgicas que pueden ser medidas objetivamente y sirven como
indicadores de procesos normales o patoldgicos, o como medidas de la respuesta a
los tratamientos. Los Institutos Nacionales de Salud de los EE. UU. han definido un
marcador bioldgico (biomarcador) como “una caracteristica que se mide y evalua
objetivamente como un indicador de procesos bioldgicos normales, procesos
patoldgicos o respuestas farmacologicas a una intervencion terapéutica” (39).

La AR sigue un curso variable en cuanto a dafio articular, sus manifestaciones
extraarticulares y resultados funcionales, sumando el hecho de lo dificultoso que es
el diagndstico temprano. Por lo tanto, la identificacién temprana de pacientes con AR
y, en particular, aquellos que probablemente presenten una forma de la enfermedad
mas destructiva, puede ayudar a dirigir a los pacientes que tienen mas probabilidades
de beneficiarse de una intervencion temprana y mas agresiva con FAMEs. Es por esta
razén que seria de suma importancia el contar con biomarcadores que ayuden a la
practica clinica diaria.

Es relevante mencionar otros marcadores evaluados:

Proteinas plasmaticas: Un estudio que valoré el rol de potenciales biomarcadores en
un enfoque protedmico (40), evalud 163 proteinas plasmaticas en 44 pacientes con
AR para determinar cudles estaban asociadas con la actividad de la enfermedad. Las
proteinas plasmaticas cuyas concentraciones se correlacionaron con la actividad de
la enfermedad incluyeron:

- IL-6
« Oncostatina M
o IL-2
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- M-CSF (Factor estimulante de colonias de macréfagos)

« TNF receptor superfamily member 9 (Miembro 9 de la superfamilia del
receptor del factor de necrosis tumoral)

«  CCL23 (C-C motif chemokine 23)

«  TGF-a (Factor de crecimiento transformante alfa)

«  CXCL13 (Ligando de quimiocina C-X-C motif 13)

Profundizando sobre la IL-6, esta aumenta durante la respuesta de fase aguda y los
bioldgicos dirigidos contra IL-6 han demostrado ser efectivos en el tratamiento de la
AR (40). La medicion de los niveles de IL-6 en sangre o liquido sinovial no es utilizada
en la practica clinica rutinaria, aunque persiste el interés por realizar mas
investigaciones al respecto. Esto sugiere que, aunque IL-6 tiene un papel importante
en la patogenia de la AR y en la respuesta al tratamiento, no es un biomarcador
adecuado para el seguimiento clinico rutinario de la enfermedad.

Inmunopatogenia

Dado la intrincada patogénesis de las enfermedades autoinmunes sistémicas y sus
mecanismos de cronicidad, a continuacién se desglosan algunos de los aspectos mas
relevantes desde su desencadenamiento, hasta su vinculo con el sistema
inmunoldgico, para finalizar profundizando en la poblacion monocito-macrofagica de
interés para el desarrollo de este trabajo.

Desencadenamiento de la enfermedad

En etapas iniciales son fundamentales los factores ambientales, que sumados a cierta
predisposicion o a la presencia de otros factores de riesgo, dan el puntapié inicial
para el desarrollo de la enfermedad. A modo de ejemplo, el humo de cigarrillo en las
vias respiratorias induce las peptidil arginina desaminasas (41), las cuales modifican
péptidos citrulinizando argininas, siendo estos péptidos mas factibles de ser
procesados por células presentadoras de antigenos (APC) que en un contexto
inflamatorio podrian activar linfocitos T dirigiendo a la inmunidad adaptativa contra
péptidos propios (42).

Como fue enunciado, los anticuerpos anti-CCP y el nivel de citoquinas
proinflamatorias puede preceder afios al desarrollo de la enfermedad, pero aln es
desconocido el gatillamiento de la sinovitis. Una teoria aceptada involucra el
desarrollo de inmunocomplejos, estos aumentan la permeabilidad vascular de la
cavidad sinovial permitiendo la activacién de las células inmunes residentes (43). Esto
sugiere que un “segundo golpe” es necesario para que la predisposiciéon a la
enfermedad se convierta en inflamacién sinovial clinicamente evidente, donde radica
la comunicacion entre la inmunidad adaptativa y los mecanismos de la inmunidad
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innata. En humanos, estos complejos inmunes se acumulan en las articulaciones
afectadas, fijan el complemento, reclutan células innatas estimulando la inflamacién
(44). Las biopsias sinoviales en pacientes con anti-CCP positivos con sintomatologia
articular son esencialmente normales (45). Estudios recientes en biopsias han
expandido el conocimiento sobre los tipos celulares, patrones de expresidon génicay
moléculas de sefializacion claves en la AR (46), pero aun no tienen un rol diagndstico.

Una vez establecido el proceso inflamatorio, el tejido sinovial cambia su ambiente
molecular, degradando cartilago y hueso. Este fenotipo caracteristico de los
sinoviocitos aumenta la migracion interarticular, lo que podria explicar las
manifestaciones simétricas articulares, asi como el avance de la enfermedad (47).

Interaccion entre inmunidad innata y adaptativa

Considerando que la AR es un patologia de base autoinmune, es esencial discutir los
aspectos vinculados a la inmunidad y al papel de la inmunidad innata y adaptativa en
la misma. La activacion de la inmunidad innata y la citrulinacion de proteinas
probablemente constituyen los eventos iniciales en el desarrollo de la AR. Sin
embargo, la inmunidad adaptativa desencadena una actividad inflamatoria
exponencial y mantenida, siendo la responsable de los periodos de variabilidad.
Brevemente las APCs, activadas en un entorno inflamatorio, capturan estas proteinas
modificadas y posteriormente migran hacia los érganos linfaticos periféricos, donde
presentan estos péptidos mas inmunogénicos a los linfocitos T.

Importancia de la inmunidad adaptativa celular T

Los linfocitos T virgenes son activados por las APCs y se diferencian en
subpoblaciones efectoras que llevan adelante la inflamacién sinovial a nivel local en
la articulacion. Dentro de las diferentes poblaciones linfocitarias, los T corresponden
hasta un 50% de las células sinoviales, siendo su fenotipo preponderantemente CD4"
Th1 o Th17, encontrando subrepresentado los subtipos Th2 y reguladores (Treg) (48).
Sin embargo, el rol patogénico de los linfocitos T CD8" en la AR no se encuentra
esclarecido aun.

Aunque no se ha determinado un epitope preponderante de los antigenos propios
inmunogénicos presentados por las APCs en la AR, se sabe que corresponden a
proteinas de la matriz extracelular que tienden a ser citrulinados o carbamilados,
facilitando su presentacién (49) a linfocitos T CD4". Ejemplos de proteinas citrulinadas
que se han implicado en la AR incluyen al fibrindgeno, la vimentina, la enolasa y el
coldageno, cada una de las cuales puede provocar respuestas inmunolégicas mas
eficientemente que las proteinas no modificadas (50). El o los antigenos iniciadores
probablemente varian de un paciente a otro, quizds de una articulacion a otra, y de
una enfermedad temprana a una tardia en el mismo paciente.

26



Estos linfocitos T activos, con su marcado perfil proinflamatorio, moldean la respuesta
inmune innata, como se desarrollard mas adelante.

Rol de la inmunidad adaptativa humoral

Ademas de la produccion de autoanticuerpos patogénicos, los linfocitos B
contribuyen de manera significativa a la regulacion de la inflamacion al actuar como
APCs, liberando citoquinas que modulan la expansion y diferenciacion de linfocitos T
y la activacion de macréfagos. Del mismo modo, los linfocitos T CD4" colaboradores
interaccionan con los linfocitos B al reconocer en su superficie las moléculas de MHC
de clase Il con antigenos cargados, permitiendo asi la maduracién de la afinidad y el
cambio de clase. Localmente, en la articulacidon inflamada, el perfil de citoquinas
podria activar los linfocitos B al inducir su proliferacion y produccion de anticuerpos
en ausencia de un antigeno especifico (51).

La importancia de los linfocitos B en la patogénesis de la AR se ha puesto de
manifiesto con el uso terapéutico del anticuerpo anti-CD20 Rituximab para la
deplecion de células B, el cual media la reduccién en la actividad de la enfermedad.
Sin embargo, a pesar del impacto clinico de la deplecidon de linfocitos B en la AR, los
estudios de biopsia sinovial muestran una deplecién menos efectiva de las células
CD20" en el tejido sinovial respecto a las circulantes en sangre, generando una
marcada dificultad, dado que la deplecién tisular es necesaria pero no suficiente para
la eficacia clinica (52).

Los anticuerpos producidos por los linfocitos B, permiten una activacién y una
conduccién de la inmunidad innata a través de los receptores Fc.

Aspectos generales sobre los monocitos-macréfagos
Considerando que los monocitos y los macréfagos son poblaciones celulares de
interés para este trabajo, a continuacion se detallan aspectos generales de ambas
poblaciones, para luego profundizar en su relaciéon con la AR.

Los macrdéfagos fueron descritos por primera vez en 1882 por Metchnikov como los
“grandes devoradores” del sistema inmunitario, siendo soldados de primera linea
gracias a su caracteristica de ser locales/residentes y su marcada capacidad para
reconocer, fagocitar y destruir patégenos a través de la activacion de receptoresy la
produccion de mediadores inflamatorios (53).

Los macrofagos representan una familia de leucocitos mononucleares que estan

ampliamente distribuidos en el cuerpo. Varian considerablemente en vida media y
fenotipo dependiendo del origen y del microambiente local en el que se encuentren.
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Se ha determinado un sistema fagocitico mononuclear, el cual estda formado por
células que poseen un linaje comun, cuya funcidon primaria es la fagocitosis (54). Este
sistema consiste en células estrechamente relacionadas cuyo origen es la médula
6sea y que incluye monocitos circulantes en sangre y macréfagos residentes. Las
células similares a macroéfagos tienen diferentes funciones en distintos tejidos y se
denominaron de acuerdo a su localizacion tisular: macréfagos alveolares (pulmoén),
histiocitos (tejido conjuntivo, en nédulos linfaticos y bazo se denominan histiocitos
sinusoidales), células de Kupffer (higado), células mesangiales (rifidn), células
microgliales (cerebro), osteoclastos (hueso y articulaciones) siendo estas Ultimas a
nivel articular y éseo, las células responsables de mantener la homeostasis 6sea (55).

Los monocitos derivan del progenitor mieloide comun, el cual se replica y diferencia
para dar monocitos y, mas adelante en los tejidos, macréfagos, bajo la influencia de
ciertos factores de crecimiento (56) (Figura 5). Luego que ocurre el compromiso con
el linaje monocitico, la célula pasa por los estadios de monoblastos y promonocitos
antes de desarrollarse en un monocito maduro. Posterior a varias horas transitando
en la sangre, los monocitos migran a diferentes tejidos, donde se diferencian a
macrofagos de vida media relativamente larga, con escasa capacidad de migraciéon y
diferenciacién limitada (57).

Figura 5.
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Figura 5. Ontogenia de macrofagos. Resumen de la ontogenia de macréfagos desde
el desarrollo fetal hasta el adulto. Modificado de (58).
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A lo largo de toda la ruta de diferenciacion, las células de linaje mieloide son
reguladas por un amplio nimero de citoquinas entre las que se encuentran: GM-CSF,
M-CSF, IL-3, IL-6 e IL-11, conduciéndolas a la diferenciacion hacia linajes especificos,
dependiendo de la combinaciéon de factores empleados (59).

En el feto, los macréfagos maduros proliferan activamente durante el remodelamiento
de tejido en d6rganos en desarrollo. En el adulto, los macréfagos de tejido no se
auto-renuevan extensamente, salvo en microambientes especializados como la
epidermis, el sistema nervioso o el pulmén. La diferenciacion de monocito a
macrofago tisular implica un crecimiento de la célula, sus organelos intracelulares
aumentan en numero y complejidad, adquiere mayor capacidad fagocitica que
produce concentraciones mas altas de enzimas hidroliticas y comienza a secretar una
diversidad de factores solubles (59).

Monocitos circulantes en AR

Los monocitos desempefian un papel crucial en la iniciacion y el mantenimiento de la
inflamacion en el tejido sinovial de pacientes con AR. De hecho, los monocitos son
reclutados desde la circulacién hacia el tejido sinovial mediante quimiotaxis (60).

Los monocitos se clasifican en tres subgrupos principales basandonos en los
marcadores CD14 y CD16. CD14 corresponde a uno de los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) principales del linaje monocitico-mononuclear
mientras que CD16 es el receptor para la porcion Fc (FCR) de los anticuerpos, claves
para la interaccion entre la inmunidad adaptativa humoral (Figura 4).

1. Monocitos clasicos CD14""CD16
2. Monocitos intermedios CD14""CD16*

3. Monocitos no cldsicos CD14™e™4°CD16"" (60), (61).
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Figura 6.
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Figura 6. Fenotipos monocitarios. Resumen de la ontogenia de macréfagos desde
los diferentes fenotipos monocitarios y su relacion con la inflamacién articular.
Modificado de (62).

Tanto el numero como el porcentaje de monocitos se encuentra aumentado en
pacientes con AR a nivel local y sistémico, asi como también se encuentran
sobreexpresados CD14 y CD16 (63), (64), favoreciendo la poblacién de monocitos
intermedios. Se ha demostrado, que en las articulaciones sinoviales, los monocitos
producidos posterior al desarrollo de la enfermedad, son los precursores de los
osteoclastos responsables de la erosion ésea (65).

Dentro de las tres poblaciones descritas, los monocitos intermedios han sido los mas
estudiados en la AR, por lo que es importante puntualizar algunas observaciones:

e Tienen facilidad para diferenciarse a macrofagos M1 articulares (66).

e Poseen mayor expresion de HLA-DR determinando una elevada produccion de
TNFa (67).

e Expresan altos niveles de TLR2, activando la via de sefalizacién cascada abajo
que determina la produccién de citoquinas proinflamatorias IL-13, IL-6 y TNFa

(68).

e Sobreexpresan CD80 y CD86 favoreciendo la colaboracion con linfocitos T

CD4' (60).
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e Presentan mayor metilacion del ADN vinculado al ambiente inflamatorio, lo que
se correlaciona con la actividad de la enfermedad (69).

Todas estas observaciones sugieren un papel de los monocitos intermedios como
biomarcadores adicionales para una alta actividad de la enfermedad en pacientes
con AR.

En cuanto a los monocitos no cldsicos, suelen presentar un fenotipo marcadamente
diferente que a los otros dos subtipos, teniendo predileccién por la diferenciacion
alternativa a M2 (70).

Macrofagos: los protagonistas de la patogenia de la AR

Aunque durante la homeostasis se encuentran en reposo, los macréfagos se activan
por una diversidad de estimulos en el curso de una respuesta inmune, su crecimiento
y diferenciacion estan estrechamente regulados por factores de crecimiento
especificos e inhibidores que varian considerablemente en su potencia. La respuesta
inflamatoria incipiente de la AR genera un disbalance entre estos factores, donde una
directriz errénea de la inmunidad adaptativa marca un fenotipo macrofagico
caracteristico de la AR como veremos mas adelante.

Durante su activacion, los macréfagos liberan sustancias microbicidas y mediadores
inflamatorios al medio extracelular, en particular enzimas lisosomales y especies
reactivas del oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) (48).

Por contrapartida, los macréfagos producen factores de crecimiento que estimulan la
proliferacion de células endoteliales y fibroblastos, asi como la sintesis de coldgenoy
enzimas que remodelan el tejido conectivo como las colagenasas, vinculdndose con
el proceso de reparacion tisular. La liberaciéon por parte de estos macréfagos de
citoquinas anti-inflamatorias, incluyendo el TGFB e IL-10, promueve una resolucion
tanto para la inflamacién aguda como crénica (60).

Frente a este comportamiento dual, es importante remarcar y/o diferenciar aquellos
mecanismos llevados a cabo por diferentes subpoblaciones de macréfagos. Los
macréfagos pueden ser subcategorizados en poblaciones especificas en base a su
localizacion anatdmica y al fenotipo funcional. Se distinguieron inicialmente dos
poblaciones macrofagicas diferenciales fenotipicamente, dependiendo del contexto
de su activacion, fueron denominados de activacion clasica (M1) o de activaciéon
alternativa (M2). Al igual que en los monocitos previamente descritos, la plasticidad es
una caracteristica clave de los macréfagos, que les permite adoptar estos fenotipos
heterogéneos. Por lo tanto, estas células no solo estan involucradas en la
propagacion de la inflamacién, sino también en su resolucion. Se reconoce que los
fenotipos M1y M2 (Figura 5) representan los extremos de un espectro de activacion
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macrofagica, caracterizado por la presencia de “fenotipos intermedios” que participan
en la regulacién inmunoldgica o la reparacion tisular y que se definen por diferentes

vias metabdlicas, marcadores de superficie y produccion de citoquinas.

Figura 7.
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Figura 7. Fenotipos de macrofagos. Caracteristicas fenotipicas generales de los
macréfagos M1y M2. Basado en: (71) Creado en: www.BioRender.com

Macroéfagos M1

Los macréfagos activados clasicamente son diferenciados en respuesta al IFNy via
STAT1 en combinacion con ligandos de sus TLRs, denominandose macréfagos M1.
Estas células son prototipicamente células inmunes efectoras, las cuales pueden
eliminar patégenos intracelulares, como vimos previamente mediante la produccion
de ROS y RNS, asi como también aumentar su capacidad de APCs facilitando el
procesamiento antigénico y su cargado en moléculas de MHCII. Estas células también
secretan un verdadero arsenal de citoquinas inflamatorias, que ayudan a orquestary
amplificar las respuestas inmunes Th1l y Th17. Como mecanismo regulador de
retroalimentacion negativa, la IL-10 induce la desactivacion de los macréfagos via
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STAT3 y favorece un perfil tolerogénico articular. En presencia de IFNy, la IL-10 es
menos efectiva en suprimir la produccién de citoquinas y quimioquinas, y en disminuir
la expresion de MHC-II.

Asi como fue evidenciado en los monocitos atipicos, en AR, el proceso inflamatorio
sistémico y local es mediado y sostenido por macrofagos M1 tanto en la sangre
periférica como en el tejido sinovial respectivamente. De modo similar a estos
monocitos, los macréfagos M1 son claramente proinflamatorios caracterizadas por
una alta expresion de MHCII, CD80, CD86, CD38 y TLR4, asi como por la secrecién
de IL-13, IL-6 y TNFa, y quimioquinas como CCR7 (72).

La polarizacion a este fenotipo puede ser inducida por varios estimulos
proinflamatorios, incluida la activacion de la expresion del factor regulador de
interferon 5 (IRF5) (73). La regulacidon positiva de IRF5 activa vias de sefializacion
intracelulares que inducen la transcripcion de varias subunidades de IL-12 y la
represion de IL-10, promoviendo asi la diferenciacion de linfocitos Th1 (73).

TNFa, IL-1B e IL-6 también promueven la activacion de las vias de sefalizacién MAPK
mediante la fosforilacion de ERK1/2, JNK y la quinasa p38 en células sinoviales
derivadas de pacientes con AR crénica (74). Este proceso contribuye a la
perpetuacion de la inflamacion y al dafio articular caracteristico de la enfermedad.

En el contexto de las actividades bioldgicas heterogéneas de los macréfagos,
recientemente se identific6 un subgrupo interesante denominado macréfagos
osteoclastogénicos asociados a la artritis en el liquido y tejido sinovial de pacientes
con AR. Junto con su capacidad para diferenciarse en osteoclastos, son muy
eficientes en la activacion de linfocitos T CD4" productores de TNFa, contribuyendo a
la amplificacion de la inflamacion y la destruccién ésea (75).

Estos macréfagos también se identificaron en un modelo murino de artritis inducida
por colageno (CIA), donde su diferenciacion en osteoclastos parece estar mediada
por la activacion de las vias de sefializacion de RANKL y estimulada adicionalmente
por TNFa. Este proceso involucra la activacion del factor de transcripcion Forkhead
box M1, cuya inhibicion bloquea la diferenciacién en osteoclastos, atenuando la
produccion de citoquinas inflamatorias en el sinovio y reduciendo la erosidon 6sea
articular (76).

Durante la inflamacion articular producida en la AR, la formacion del “pannus” sinovial
y la presencia de un entorno inflamatorio hipdxico incrementan drasticamente la
actividad glucolitica y fagocitica en los macréfagos. De hecho, las células M1, mas que
otras poblaciones celulares presentes comunmente en los tejidos inflamatorios
sinoviales en este contexto hipdxico, son responsables del dafio al cartilago (77).
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Macrofagos M2

Una segunda poblacion de macréfagos activados, llamados macréfagos activados
alternativamente o M2, surgen en respuesta a citoquinas producidas por las células
Th2 como la IL-4 y/o IL-13. Estas células son funcional y bioquimicamente diferentes a
las activadas clasicamente. No producen niveles elevados de ROS y RNS, pero
sobreexpresan el receptor de manosa. Poseen una potente actividad inhibitoria de la
actividad de los linfocitos T (78). Analisis de microarrays revelaron que la expresion
del receptor de manosa, Relm-/Fizz1, arginasa 1, Ym1, asi como el ligando inhibitorio
PD-L2 se induce por la IL-4, y por lo tanto sirven como marcadores para identificar y
aislar los macrofagos activados alternativamente de los tejidos (Figura 5). Estos
macroéfagos tienen un rol esencial en el proceso de reparacion tisular fomentando la
sintesis de matriz extracelular y la degradacion de componentes pro-inflamatorios
locales. Colaboran directamente con los fibroblastos sinoviales para el mantenimiento
de la homeostasis articular (71). Ademas, la IL-10 y el TGF8 son moléculas producidas
basalmente por los macréfagos M2, que redirigen la activacién inmunitaria hacia un
patrén de reparacion tisular (78). El CD163 es un receptor colector de hemoglobina,
soluble o unido a la membrana, altamente expresado en los macréfagos tisulares
residentes, que contribuye a la respuesta anti-inflamatoria local al reducir los niveles
de hemoglobina y promover metabolitos hematicos que resuelven la inflamacion
como veremos mas adelante (79), (80).

Esta dicotomia también se ve a nivel de monocitos, como mencionamos, los
monocitos con preset inflamatorio, suelen ser los intermedios, cuyo fenotipo tiende a
ser M1-like en contraste con los M2-like o no clasicos (77).

Terapias dirigidas especificamente a monocitos-macréfagos

Entre otros factores y citoquinas, se ha generado interés en el bloqueo del factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos: GM-CSF. Este factor es un
potente estimulador de los macréfagos y neutréfilos, y es producido
constitutivamente por los macréfagos sinoviales en la sinovia de pacientes con AR,
asi como por fibroblastos tras su activacion (81). Los ensayos clinicos han confirmado
que bloquear el GM-CSF con anticuerpos monoclonales disminuye la actividad de la
enfermedad en pacientes con AR (82), (83).

Focalizar la terapia en quimioquinas para monocitos en AR podria representar un
potencial beneficio, evitando el ingreso de monocitos intermedios a la cavidad
sinovial, de hecho, fueron terapias propuestas hace mas de treinta afios. Diversos
intentos han mostrado beneficio preclinico incluyendo anticuerpos anti-quimioquinas
o0 antagonistas de receptores de quimioquinas, pero pocos han tenido éxito en su
pasaje a estudios Fase | o Il en humanos. Este fracaso se debe principalmente a la
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naturaleza redundante del sistema de quimioquinas, lo que dificulta bloquear el
reclutamiento celular al dirigirse Unicamente a una quimioquina o receptor especifico.
Las quimiocinas, como CXCL8 y CXCL5, estan involucradas en la mejora de la
transmigraciéon de leucocitos (83), (84). La CCL2 también se ha implicado como un
factor clave que recluta monocitos hacia la sinovia de pacientes con AR, pero su
bloqueo no ha demostrado beneficio (85).

Especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno en AR

En su funcién habitual, los fagocitos activados producen ROS y RNS principalmente
derivadas del 6xido nitrico con actividad antimicrobiana y proinflamatoria potente.
Esto responde al estallido respiratorio que da como resultado el rapido ensamblaje y
activaciéon de la NADPH oxidasa (NOX), que oxida NADPH y en el proceso reduce O,
a anioén superoéxido (86). Esta enzima es un complejo enzimatico que consiste en al
menos siete proteinas (gp91, gp22, p40, p47, p67, Rac2) (86) La proteina citosdlica es
traslocada a la membrana fagosomal donde se forma el complejo enzimatico activo.
Por tanto, los ROS son producidos dentro del lisosoma protegiendo de este modo el
resto de la célula. El anién superdéxido es un producto intermediario reactivo del
oxigeno que es toéxico para los microorganismos ingeridos. También genera otros
agentes oxidantes potentes, radicales hidroxilo y peréxido de hidrégeno (por
dismutacién espontanea). El H,O, no es capaz de matar eficientemente por si mismo,
dado su rdpida capacidad de atravesar las membranas, pero si es capaz de
reaccionar rapidamente para formar compuestos téxicos fuera del fagosoma.

El 6xido nitrico se produce a partir de la arginina por accién de la éxido nitrico sintasa
(NOS) y también participa en la eliminacién de los patdgenos y la inflamacién. Existen
diversos subtipos de NOS, siendo clave en este proceso la isoforma inducible, iINOS.
Ademas las RNS y las ROS actuan de forma complementaria, donde el oxido nitrico
reacciona con el superdxido para generar el radical peroxinitrito altamente reactivo
(87). Este radical ataca y dafia lipidos, proteinas y acidos nucleicos presentes en los
patdgenos y también en el hospedero.

En las articulaciones inflamadas, los niveles de oxigeno disminuyen rapidamente,
mientras que se produce un aumento del factor 1a inducido por hipoxia (HIF1a) y de
ROS, seguido de la activacion de genes inflamatorios como IL-18 e IL-6, lo que
promueve un dafio tisular oxidativo masivo (88).

Los macréfagos M1, polarizados en respuesta al entorno inflamatorio, producen
grandes cantidades de ROS vy citoquinas proinflamatorias que exacerban la
inflamacion sinovial y el dafio tisular. Por el contrario, los macréfagos M2 estan mas
involucrados en la resolucion de la inflamacién y la reparacién de tejidos. El equilibrio
entre estos dos fenotipos de macréfagos es crucial para el manejo de la inflamacion
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crénica y la destruccion tisular, proceso en el cual las ROS y las RNS tienen un rol
transversal.

La ornitina y el 6xido nitrico son las moléculas mas caracteristicas de la polarizacion
de los macréfagos hacia los estados activos M1 o M2, respectivamente. Ambas
moléculas son metabolitos obtenidos a través de la escision de la L-arginina. La
ornitina promueve la proliferacién celular, la cicatrizacion tisular y la fibrosis mediante
la deposiciéon de poliaminas y coldageno. Por otro lado, el dxido nitrico inhibe la
proliferacion celular y eleva los niveles de IL-12 e IL-18 (89).

Por otro lado, también se ha demostrado que las ROS y las mitocondrias dafiadas
también pueden promover la activaciéon de diversas vias inflamatorias, como el
inflamasoma NLRP3.

Ademas de los macréfagos sinoviales, también participan en la inflamacién sinovial
en AR los fibroblastos sinoviales similares a células (FLS), que estan altamente
activados y producen una gran cantidad de factores proinflamatorios, quimioquinas y
factores de crecimiento (90).

El ambiente hipdxico de la inflamacién sinovial aumenta la diferenciacién de
monocitos hacia osteoclastos y eleva la actividad osteoclastica (91). Ademas, las ROS
afectan el ciclo de vida de los condrocitos y el metabolismo de la matriz cartilaginosa,
contribuyendo a la progresion del dafio al cartilago (92). Las ROS actuan como
segundos mensajeros, activando vias como MAPK o NF-kB, que median la
produccion de GM-CSF (93). Estos factores, a su vez, interactuan con el RANKL y el
factor estimulante de colonias de macréfagos M-CSF para promover la diferenciacion
de los osteoclastos (94). Ademas, las ROS inducen la inactivacién de SHP-1 mediante
su unién a c¢-Src, promoviendo la supervivencia de los osteoclastos y aumentando la
pérdida dsea (95).

Asimismo, las ROS influyen en la polarizacién de los macréfagos. La acumulacion de
ROS vy la regulacion positiva de HIF-1a contribuyen a la polarizacion hacia el fenotipo
M1, que genera respuestas inflamatorias. Por el contrario, la inhibicién de HIF-1a
facilita la polarizacion hacia el fenotipo M2, que es antiinflamatorio (96).

Las ROS también actian como intermediarios de sefializacién, interfiriendo en la
sintesis de la matriz extracelular y aumentando la produccidon de metaloproteinasas

de matriz, como MMP-1y MMP-13, que degradan el colageno del cartilago (97).

Finalmente, terapias dirigidas a la modulacién de macrofagos estdn emergiendo
como un area prometedora en la AR. Por ejemplo, nanoparticulas disefiadas para
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eliminar ROS y promover la repolarizacion de macréfagos hacia un fenotipo M2
antiinflamatorio han mostrado resultados prometedores en estudios preclinicos,
reduciendo la inflamacién articular y promoviendo la reparacion tisular (98).

Hemoxigenasa: mediador antiinflamatorio de procesos cronicos

Al momento de trabajar con moléculas claves en el proceso oxidacién-reduccion
asociadas al metabolismo de las ROS y las RNS es importante tener un contrabalance
con un eje que regule negativamente este proceso proinflamatorio. Para ellos y por
los antecedentes de nuestro grupo de investigacion, seleccionamos el eje de la
Hemo-oxigenasa 1 (HO-1).

La HO-1 es una enzima clave en el metabolismo del hemo, un componente de la
hemoglobina (99). Esta enzima cataliza la degradacion del hemo en tres productos
principales:

- Biliverdina, que se convierte en bilirrubina (un potente antioxidante).

. , que tiene propiedades antiinflamatorias vy
citoprotectoras.

- lones de hierro, que se secuestran mediante la ferritina para evitar toxicidad.

La HO-1 es una proteina inducible, lo que significa que su expresiéon aumenta en
respuesta a diversos estimulos como estrés oxidativo, metales pesados, citoquinas
proinflamatorias, hipoxia y lipidos oxidados (99).

La expresion y regulacién de varios genes citoprotectores ocurre principalmente a
través de la via Keap1/Nrf2. Los genes citoprotectores incluyen genes antioxidantes
que codifican enzimas involucradas en la sintesis de moléculas y proteinas que
contrarrestan el estallido oxidativo. Uno de los genes principales regulados por Nrf2
es el de la HO-1 (100).

Nrf2, junto con la HO-1, tiene un efecto sinérgico que previene la amplificacion de los
mediadores inflamatorios, un proceso clave que contrarresta el desarrollo de la
inflamacién asociada a la AR (101), (102).

Los niveles atenuados y la produccién de HO-1 pueden observarse en el tratamiento
de inflamaciones severas de huesos, articulaciones, cartilagos y células, junto con la
prevencion de lesiones tisulares causadas principalmente por el estrés oxidativo en la
AR (103), (104). Por lo tanto, su activacion puede modular y conducir a la expresion de
la inmunidad innata (105).
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En las ultimas décadas, la induccién del eje cuyo factor antiinflamatorio principal es la
HO-1 ha sido destacado por su posible rol terapéutico para enfermedades con
patogenia autoinmunitaria (106).

Hipotesis

La AR induce un estado inflamatorio sistémico, caracterizado por un aumento de
monocitos circulantes y macréfagos tisulares de fenotipo proinflamatorio (M1)
productores de ROS vinculado a un agravamiento de la actividad de la enfermedad.

Objetivos
Objetivo general: Estudiar la respuesta inflamatoria asociada a la AR, a nivel
sistémico y articular, mediante el estudio de monocitos y macréfagos, la produccion
de ROS y la expresion de HO-1, tanto en un modelo experimental murino, como
clinico en pacientes con AR enfatizando en su vinculo con la actividad de la
enfermedad.

Objetivos especificos:

1. Poner a punto un modelo murino de Artritis Inducida por Colageno (CIA)
describiendo la respuesta inmune inflamatoria asociada.

2. Caracterizar las poblaciones celulares monocitarias circulantes y macrofagicas
sinoviales en el modelo murino de CIA.

3. Esclarecer el rol de las ROS en el desarrollo y la actividad de artritis del modelo
murino de CIA utilizando la cepa GP91°" K.O (B6.129S-Cybbtm1Din/J) caracterizando
sus aspectos proinflamatorios clinicos y humorales.

4. Describir la poblacién de pacientes en estudio incluyendo datos demogréficos,
posibles variables confusoras y aspectos relevantes de la enfermedad.

5. Determinar y correlacionar variables proinflamatorias humorales y celulares como

la produccién de ROS en pacientes con AR vinculando las mismas con la actividad de
la enfermedad.
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Metodologia

Organizacion metodolégica general

De forma conceptual, la metodologia del trabajo es organizada en dos médulos: un
modulo basico basado en un modelo murino de CIA y un médulo clinico en el que se
analizaron muestras de pacientes con artritis reumatoidea.

El moédulo basico se desarrollé en el “Laboratorio de Inmunomodulacién y Vacunas”
(LIMV) perteneciente a la Unidad Académica de Inmunobiologia, ubicado en Facultad
de Medicina, dirigido por la Prof. Agda. Dra. Teresa Freire.

De forma practica y cronoldgica se describe en primer lugar la metodologia del
modulo basico para posteriormente abordar la metodologia del mdédulo clinico. Para
armonizar su lectura, se vinculan con el orden de presentacién de los resultados.

Estudio en muestras provenientes de ratones con artritis

Modelo murino de CIA

Para caracterizar aspectos clinicos, celulares y humorales se puso a punto un modelo
de inmunizaciéon murina de artritis. Se utilizaron ratones machos C57BL/6 inducidos
segun el “Protocol for the successful induction of Collagen Induced Arthritis (CIA) in
Mice” proporcionado por Chondrex.Inc. Brevemente, los ratones fueron inyectados
por via subcutdnea en la cola con 200 ug de Colageno de tipo Il proveniente de
gallina en emulsién con Adyuvante de Freund Completo (CFA) al dia O, realizando
complementariamente un booster al dia 21, el protocolo detallado para la emulsiéon se
detalla a continuacion:

1. Preparar el Homogenizador T50 Ultraturrax (IKA Germany) colocando la
cuchilla de 0.5 mm dentro del portacuchillas mediano, acomodando el soporte
y ajustando la altura para trabajar dentro de una hielera.

2. Verificar el funcionamiento y la velocidad.

3. Colocar 2.5 mL de CFA y agregarlo en un tubo apropiado para trabajar y
colocarlo en la hielera.

4. Tomar 2.5 mL de colageno tipo Il de gallina a 2 mg/mL y colocarlos en un tubo
de vidrio en la hielera. De necesitar otros volumenes mantener siempre la
relacion 1:1.

5. Pipetear con la p200, 200 pL de colageno.

6. Homogeneizar a velocidad baja (1/6) hasta terminar de agregar el colageno
gota a gota al tubo que contiene el CFA (aproximadamente 15 minutos). Es
conveniente subir y bajar la cuchilla dentro del tubo asi como realizar
movimientos circulares.
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7. Dejar reposar en hielo por 5 minutos .

8. Homogeneizar a velocidad maxima (6/6) por 2 minutos, teniendo la mismas
consideraciones que el punto 6.

9. Dejar reposar por 5 minutos.

10. Repetir los pasos 8 y 9 dos veces mas alcanzando un total de 3 ciclos.

11. Verificar la estabilidad colocando una pequefia gota de 10 pL en un vaso de
bohemia con agua verificando que mantenga la integridad por
aproximadamente 10 minutos.

12. Mantener la emulsién en hielo hasta su uso.

En este modelo los signos clinicos de la enfermedad se hacen evidentes entre la 4%y
52 semana. Como sugerido en el protocolo de Chondrex. Inc, se evaluaron los signos
clinicos de artritis, segun la hinchazén, rubicundez y rigidez articular de las patas, con
una escala de puntaje definida a continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1. Score clinico de artritis

Score | Manifestaciones Clinicas

0 Normal

I Leve rubor y edema de carpo o tarso definido, o rubor y edema limitado a
algunos dedos individuales, independientemente del numero de dedos

Il Moderado rubor y edema de carpo o tarso

Asimismo, se analizd el espesor (edema) de tobillos y mufiecas para cada ratén
mediante el uso de microcalibres desde el momento de la induccién, el diametro se
expres6 como el promedio de las cuatro patas por animal en relacién al peso
individual dada la disparidad de peso entre los casos y los controles. Las variables
facilmente analizables corresponden al promedio total de los cuatro miembros y a la
suma de los scores para cada miembro (Score Total).

El protocolo N°1074 (Anexo 2) para la experimentacion animal se encuentra aprobado
por la Comisién de Etica en el Uso de Animales de la Facultad de Medicina tomando
el consejo de nuestra institucién conocimiento respecto a la aprobacién (Anexo 3). La
manipulacién, cuidado y experimentacién fue realizada en su totalidad segun las
normas institucionales y regulaciéon de la Comisién Nacional de Experimentacién
Animal (CNEA) en la Unidad de Reactivos para Biomodelos de Experimentacion

40



(URBE), con temperatura controlada entre 19 y 21 °C, ciclos de luz de 14 horas y 10 de
oscuridad. Los animales fueron alojados en cajas pequefias y medianas posterior a su
randomizacion, en su totalidad recibieron aire filtrado, agua y racién estéril ad libitum.
Se utilizaron en total 6 tandas de ratones con un nimero promedio de 32 animales en
total, destinando una relacion inicial entre casos y controles de 5-6/1. No fue realizado
un calculo de n a priori dado que se trataba de una puesta a punto. El n fue variable
dependiendo de la mortalidad asociada al modelo, por este motivo se especifican
cuando los puntos de las graficas representan un ratén individual o un pool de
muestras.

Destacamos que la primera tanta de ratones se centré en evaluar las variables
determinadas por el protocolo de Chondrex. sugiriendo probar ratones de diferente
edad, que incluyera ratones hembras, diferentes sitios de puncién y variaciones en la
concentracion de adyuvante asi como un posible tercer booster. De todas estas
variables la Unica modificada finalmente del protocolo inicial fue el adyuvante
utilizado en el booster, que contiene una menor concentracién de particulsa de M.
tuberculosis.

Eutanasia

Dada la elevada severidad del modelo, los ratones que cumplieron con los criterios
de punto final especificados a continuacién fueron sacrificados: pérdida de peso > al
20% del peso inicial, signos de artritis severa que impidan un aceptable
desplazamiento, claros signos de dolor persistentes, conductas erraticas, ulceracion
de sitio de inyeccién, sobreinfeccion bacteriana. Los ratones fueron sacrificados por
dislocacién cervical a un tiempo final de aproximadamente 10-12 semanas posterior a
la primera inmunizacion.

Comparacion de variables clinicas

A modo de comparar si las variables clinicas entre ambos grupos fueron diferentes,
se realizé un test de homogeneidad de pendientes realizando la regresion lineal para
cada grupo y compardndolas entre si, evaluando la cinética en su conjunto.

Correlaciones iniciales

A modo de obtener una validacion inicial entre el Score clinico (medida francamente
subjetiva) y el promedio del didmetro articular (medida con microcalibre digital) se
busco la correlacion entre un parametro inflamatorio clinico (Score de actividad) con
un parametro inflamatorio plasmatico inespecifico (PCR).

Es importante destacar para todas las correlaciones tres aspectos relevantes:
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1. El valor p en una correlacién mide la significancia estadistica de la relacion
entre dos variables. Especificamente, indica si la correlacién observada entre
las variables es lo suficientemente fuerte como para concluir que no se debe
al azar.

2. El coeficiente de correlacion de Pearson, representado por r, mide la fuerza'y
direccion de la relacién lineal entre dos variables. Su valor puede variar entre
-1y 1, donde un valor de r = 1 indica una correlacion perfecta positiva, es decir,
a medida que una variable aumenta, la otra también lo hace de manera
proporcional. En contraste, un r = -1 indica una correlacién perfecta negativa, lo
que significa que cuando una variable aumenta, la otra disminuye. Sir =0, no
existe correlacion lineal entre las variables, o que sugiere que no hay una
relacion evidente entre ambas. Un valor de r mas cercano a 1 o -1indica una
relacion mas fuerte, mientras que valores cercanos a O muestran una relacién
débil o inexistente.

3. Por otro lado, R? (coeficiente de determinacién) es una medida del ajuste del
modelo en una regresién lineal. Varia entre O y 1, donde un valor de R? = 1
significa que el modelo de regresidén explica el 100% de la variacién en la
variable dependiente (Y) a partir de la variable independiente (X), mientras que
R? = 0 indica que el modelo no explica nada de dicha variacién. En resumen,
R? muestra qué proporcién de la varianza en Y puede ser atribuida a X, es
decir, qué tan bien los datos se ajustan al modelo.

Proteina C Reactiva

A modo de determinar una pardmetro sérico inflamatorio inespecifico se realizé la
cuantificacion de la PCR en suero para ambos grupos de ratones utilizando el
“Dimension RxL Max integrated chemistry system; Siemens” el cual realiza de manera
automatica el muestreo, la dispensacion de reactivos, la mezcla, la separacién, el
procesamiento y la impresion de resultados. Particulas sintéticas recubiertas con
anticuerpos para la PCR se agregan en presencia de la PCR en la muestra. El
aumento de la turbidez que acompafia a la agregacion es proporcional a la
concentracion de PCR en mg/mL por turbidimetria.

Evaluacion respuesta inmune humoral adaptativa

La sangre recolectada a partir de puncién de vena mandibular, posterior a la
separacion de 50 pL para la realizaciéon del hemograma, fue centrifugada por 15
minutos a 5000 rpm para obtener el plasma. En primer lugar determinamos el valor
en Ul de anticuerpos IgG2a especificos para colageno tipo Il de gallina en suero de
ratones inmunizados mediante un ELISA Indirecto segun el protocolo establecido por
Chondrex detallado brevemente a continuacion:

42



Primero, se sensibilizaron placas Nunc de 96 pocillos con 50 pL de coldgeno tipo Il
de gallina a una concentracion de 5 ug/mL, diluido en buffer carbonato 50 mM pH
9.6, y se incubaron toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se realizaron tres lavados
con PBS-Tween 0.1% . A continuacion, se bloqued cada pocillo con 100 uL de gelatina
al 1% en PBS, incubando por 1 hora a 37 °C. Tras el bloqueo, se realizaron tres lavados
adicionales con PBS-Tween 0.1%.

Se colocaron 50 pL de plasma murino en dos diluciones, 1/50 y 1/100, preparadas en
gelatina al 1% en PBS-Tween 0.05% (PTG), y cada muestra se dispuso en triplicado.
Ademas, se prepard una curva de calibracion utilizando el anticuerpo estandar IgG2a
(Chondrex. Cat. N° 2037) diluido en PTG, partiendo de una concentracion inicial de
5000 UL Tanto el plasma murino como la curva de calibracién se incubaron por 1 hora
a 37 °C. Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS-Tween 0.1%.

Luego, se afladié el anticuerpo secundario anti-lgG2a conjugado a peroxidasa, diluido
1/1000 en PTG, y se incubd por 1 hora a 37 °C. Después, se efectuaron cinco lavados
con PBS-Tween 0.1%.

Para revelar, se colocaron 200 pL de una solucién de o-Penilendiamina dihidrocloruro
(OPD) (0,5 mg/mL) con H,O, al 0,12% en buffer citrato-fosfato 0.1 M pH 5, deteniendo
la reaccion con 25 pL de HCI 3 M. Finalmente, se midio la absorbancia a 492 nmy se
calcularon las Ul de anticuerpos.

En segundo lugar se determinaron los titulos de anticuerpos con especificidad para
colageno Il de gallina inicialmente para anticuerpos totales sin determinar isotipo,
para posteriormente analizar el titulo de IgM, IgG totales e IgG1 utilizando un disefio
de ELISA indirecto de forma analoga al previamente mencionado pero con
anticuerpos secundarios para cada situaciéon descritos a continuacion:

IgG Totales - SIGMA Biotin Conjugated Cat N° A-4416 Goat anti-mouse
IgG1 - SIGMA Biotin Conjugated Cat N° SAB-3701171 Goat anti-mouse
IgM - SIGMA Biotin Conjugated Cat N° B-9265 Goat anti-mouse

Ac. Totales - SIGMA Biotin Conjugated Cat N° A-3763 Goat anti-mouse

El cut off fue calculado inicialmente como la media del valor obtenido para el suero

de los ratones controles + 3 desviaciones estandar (SD). En un analisis mas exigente
de los datos fue determinado como la media del valor de los controles *2.
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Posteriormente se evalud la correlacion entre el Score de Actividad Total y los titulos
de Anticuerpos contra colageno de tipo Il de gallina y los titulos del isotipo patoldgico
mas relevante IgG2a.

Determinacion de anticuerpos en liquido articular

La presencia de anticuerpos especificos contra coldgeno de tipo Il de gallina en
liquido articular (obtenido segun protocolo detallado mas adelante) en los ratones
que desarrollaron clinicamente artritis se determind utilizando el mismo disefio
experimental explicado anteriormente.

Evaluacion macroscopica ganglionar

A modo de obtener una evaluacién inicial de la respuesta inmune adaptativa,
determinamos el tamafio de los ganglios linfaticos drenantes inguinales, siendo este
el primer repel anatémico de la cadena ganglionar observable a simple vista durante
la disecciéon. La comparacién macroscopica fue realizada a través del andlisis con el
software ImageJ®.

Validacion de fenotipo de respuesta inmune adaptativa

Para el estudio de la polarizacion de linfocitos T hacia una respuesta Th1 se realizd
una proliferacion celular de células de ganglio drenante con un estimulo policlonal.
Se obtuvieron suspensiones celulares de los ganglios inguinales por disgregacion
mecanica con laminillas de vidrio esterilizadas a modo de obtener una suspension
celular en medio de cultivo. Se realizaron lavados seriados con PBS culminando en la
centrifugacion (ST16R Thermo Scientific) a 1500 rpm por 5 minutos. Las células fueron
contadas en una cdmara de Neubauer a modo de realizar las cuentas
correspondientes para cultivar 1 x 10° células en RPMI completo en presencia de
estimulos policlonales (anti-CD3 1/500 y anti-CD28 1/250 (1 pg/ml) por 72 horas a 37°C
con CO, 5%. Ademas se cultivon en medio con Colageno de tipo Il de gallina diluido a
20ug/mL.

Posteriormente se determind la concentracion de IFNy en los sobrenadantes de
cultivo mediante un ELISA sandwich siguiendo el siguiente protocolo:

Primero, se sensibilizaron placas Nunc de 96 pocillos con 50 pL por pocillo de un
anticuerpo primario especifico para IFNy (BD Cat N°551309), diluido en buffer fosfato
100 mM pH 9, y se incubaron overnight a 4 °C. Posteriormente, se realizaron tres
lavados con PBS-Tween 0.1%. A continuacion, se bloquedé con 100 L de gelatina al 1%
en PBS, incubando por 1 hora a 37 °C. Tras el bloqueo, se efectuaron otros tres
lavados con PBS-Tween 0.1%.
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Luego, se colocd el sobrenadante de cultivo sin diluir junto con las diluciones del
estdndar de IFNy para la curva de calibracién, incubando por 1 hora a 37 °C.
Nuevamente, se realizaron tres lavados con PBS-Tween 0.1%.

Se afladié el anticuerpo secundario anti-IFNy conjugado a peroxidasa (BD Cat N°
551506), diluido en PTG, y se incubé durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente, se
realizaron cinco lavados adicionales con PBS-Tween 0.1%.

Para revelar, se afiadieron 200 pyL de una solucién de OPD (0,5 mg/mL) y H,0, al
0,12% en buffer citrato-fosfato 0,1 M pH 5. La reaccién se detuvo con 25 pL de HCI 3
M. Finalmente, se midié la absorbancia a 492 nm y se calcularon los titulos de los
anticuerpos.

Evaluacion de respuesta inmune inflamatoria en plasma
Para evaluar la respuesta inmune inflamatoria se realizaron una serie de ELISAs
sandwich especificos para diferentes citoquinas proinflamatorias, del mismo modo
que fue enunciado anteriormente para IFNy. Los anticuerpos, sus diluciones y
ndmeros de catalogo se encuentran en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2. Anticuerpos para citoquinas murinas

Citoquina Anticuerpo N° de | Anticuerpo de | N° de
de captura catdlogo deteccién catdlogo

IL - 18 Bioscience 0.5 mg/ml 503502 0.5 mg/ml 515801

IL-2 0.5mg/ml 554424 0.5mg/ml 554426

IL-6 0.5 mg/ml 554400 0.5mg/ml 554402

IL - 12 p70 BDf 1.0 mg/ml 551219 0.5mg/ml 554658

TNFa eBioscience | 0.5 mg/ml 14-7325-85 0.5 mg/ml 13-7326-85

IFN y 0.5 mg/ml 551309 0.5 mg/ml 551506

Hemograma e indices

Para obtener un panorama general de las poblaciones celulares, se realizd un
hemograma basico de sangre obtenida por puncién de la vena mandibular, a modo
de analizar las tres series, globulos rojos, plaquetas y los diferentes subtipos de
leucocitos. Se utilizé un analizador hematolégico automatico (BC-5000 Vet, Mindray)
realizado en colaboraciéon con el Mag. Anderson Saravia de INIA “La Estanzuela”.
Brevemente la sangre fue extraida de la vena mandibular, siendo recolectada en
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tubos recubiertos internamente con una fina capa de citrato de sodio al 4%,
manteniendo una relaciéon 1/10. Las muestras fueron transportadas a 4° C hasta su
analisis. Se evalud la proporcion Neutroéfilo/Linfocito (NLR) y Monocito/Linfocito (MLR),
tanto en numero como en %.

Citometria de flujo para poblaciones celulares circulantes en sangre

A modo de evaluar la poblacion de células mieloides en sangre, con un foco central
en monocitos se realizd un ensayo de citometria de flujo a partir de sangre total. Se
dispersaron 50 puL/well de sangre, con sus replicas correspondientes en base al
nimero de muestra y marcadores de superficie o intracelulares a analizar. En primera
instancia realizamos la marcacion sin lisar gldébulos rojos, segun protocolos
establecidos, dado el bajo rendimiento de las primeras marcaciones en las puestas a
punto es que decidimos realizar previo a la marcacion la lisis de los glébulos rojos
con un buffer de lisis conteniendo 150 mM NH4CI, 10 mM KHCO3, 01 mM EDTA
agregando 100 pL de buffer y dejandolo actuar un minuto, para posteriormente
agregar 100 pL de buffer FACS y centrifugar.

Para la deteccion de marcadores membranarios con anticuerpos especificos, luego
de haber sido centrifugadas a 2000 RPM durante 5 minutos a 4 °C, se agreg6 en
cada pocillo 50 pL de la mezcla de anticuerpos membranarios (detallados en la Tabla
3) en buffer FACS (2% de Suero Fetal Bovino (FBS) en PBS) y se incubé durante 30
minutos a 4 °C. Posteriormente se realizaron dos lavados con buffer FACS, se
resuspendieron las células en 200 pL de buffer FACS y se analizaron con un
citdmetro de flujo Accuri C6 Plus (BD Biosciences).

Para la marcacion de moléculas/proteinas intracelulares, se utilizaron los buffers de
fijacion y permeabilizacién de BioLegend, segun su recomendacién. Posterior a la
marcacion extracelular, se fijaron las células con el buffer de fijaciéon por 20 min a
temperatura ambiente. Luego se lavaron con el buffer de permeabilizacién diluido en
agua destilada y se incubaron las células con los anticuerpos intracelulares diluidos
en buffer de permeabilizacion por 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad. Luego
se realizaron dos lavados con buffer FACS, se resuspendieron las células en 200 pL
de buffer FACS y se adquirieron utilizando un citometro de flujo Accuri C6 Plus (BD
Biosciences).

Tabla 3. Disefio de mixes para FACS sangre (modelo murino).

Mix 1 Mix 2 Mix 3

FL1-FITC ROS (sonda DHR123) HO-1 (Alexa Fluor 647) | CD11b (M1/70)
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FL2 - PE F4/80 (BMS) CD68 (FA-11) Ly6G (IA8)
FL3 - PercP Ly6C (HK1.4) Ly6C (HK1.4) Ly6C (HK1.4)
APC CD11b (M1/70) CD11b (M1/70) MHC Il (M5/114.15.2)

Para el disefio de las mix fue tomado en cuenta el siguiente diagrama de la Tabla 4:

Tabla 4. BD Accuri™ C6 - BD Biosciences Léser y Fluoréforos recomendados.

BD Accuri™ C6 - BD Biosciences

Laser | Detector | Filtros (nm) | Rango del filtro (nm) Fluoréforos mas comunes

FL1 533/30 518- 548 FITC, BD Horizon Brilliant Blue 515, Alexa Fluor® 488, CFSE, GFP, YFP

aggnm| L2 585/40 565-605 PE, PI, PE-CF594, Naranja de acridina
GE] 670LP > 670 PerCP, PE-Cy5, PerCP-Cy5.5, PE-Cy7, PI, 7-AAD
[6a0nm| ra | 67525 | 663-688 | APC, APC-Cy5, Alexa Fluor® 647 |

Como se evidencia en la Tabla 5, a modo de control de calidad, se realizaron los
siguientes controles “Fluorescence minus one” (FMO) para cada una de las mezclas
con 4 anticuerpos. Un ejemplo de lo realizado se encuentra en el Anexo 9.

Tabla 5. Disefio general para una Mix de anticuerpos de FACS.

Mix | FMO-1 | FMO-2 | FMO-3 FMO-4 SM
Anticuerpo 1 X X X X
Anticuerpo 2 | X X X X
Anticuerpo 3| X X X X
Anticuerpo 4 | X X X X

Los datos fueron analizados en el software proporcionado por BD Biosciences para el
Accuri C6.

Merece especial mencién la sonda Dihydrorhodamine 123 (DHR123) para la deteccion
de ROS intracelulares, donde las células fueron incubadas con DHR123 diluida en

PBS por 30 minutos a 37 °C.

La marcacion para HO-1 se realizé mediante conjugacion del anticuerpo especifico
(clon ab-13248, Abcam, Waltham, MA, USA) con un fluoréforo, seguida de un proceso
de dialisis para eliminar el fluoréforo no conjugado.

Citometria de flujo para poblaciones celulares articulares
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Para la obtencion de células articulares, se puso a punto la obtencién de la mismas
segun un protocolo previo ya establecido tomado como referencia (107) . Brevemente
se describen los pasos a continuacién:

Primero, se esterilizé el ratén utilizando etanol al 70%. A continuacién, se obtuvo la
articulacién de tobillo y mufieca mediante diseccidén precisa con tijera y pinza,
eliminando la piel y descartando los dedos. Luego, se removieron el tejido musculary
las partes blandas sobrantes.

Para descartar células de médula ésea, se realizaron lavados utilizando un medio con
enzimas de digestion que contenia hialuronidasa (2.4 mg/mL) y colagenasa VI (1
mg/mL) en RPMI con 10% FBS, aplicando jeringas de 1 mL con agujas de 27 G.
Posteriormente, las articulaciones se colocaron en una placa descartable de 5 cm con
medio de digestion.

Las articulaciones fueron seccionadas en pequefios fragmentos de aproximadamente
3-4 mm y se incubaron en agitacidon suave durante 1 hora a 37 °C. Después, se
colocaron los fragmentos en un strainer de 70 um sobre un tubo de 50 mL, triturando
los tejidos con el émbolo de una jeringa de 5-10 mL, teniendo cuidado de no romper
el filtro.

El material resultante se lavdé con 10 mL de medio completo y se centrifugd a 1500
rpm durante 5 minutos a 4 °C. Se descarté el sobrenadante, y finalmente, el pellet se
resuspendid en buffer FACS.

El proceso de marcacién de las células para citometria no presenta variaciones

respecto a lo previamente mencionado. Se adjunta la Tabla 6 con el disefio de las
diferentes mezclas de anticuerpos y sonda DHR:

Tabla 6. Disefio de mixes para FACS articular (modelo murino).

_ Mix 1 Mix 2 Mix 3

FL1- FITC ROS (pHR123) HO-1 (Alexa Fluor 647) | F4/80 (BM8)

FL2 - PE F4/80 (BM8) F4/80 (BM8) CD11b (M1/70)

FL3 - PercP Ly6C (HK1.4) IRF5 (MA123) MHC Il (M5/114/15.2)
APC CD11b (M1/70) IRF4 (MA120) CD68 (FA-11)
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gRT-PCR para moléculas claves en el sistema oxidacion-reduccion

La extraccion de ARN total de células ganglionares inguinales de ambos grupos de
ratones fue realizada con Tri-Reagent (Merk, Kenilworth, NJ, USA) en base al
protocolo previamente establecido. Las células fueron almacenadas en 500 pL de
Tri-reagent a -80 °C. Para su posterior procesamiento, las muestras fueron colocadas
a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, se afiadieron 125 pL de
cloroformo, se agitdé en vortex durante 15 segundos y se incubd durante 15 minutos a
temperatura ambiente. La mezcla se dejo reposar durante 10 minutos y se centrifugé
a 2400 rpm durante 15 minutos. Tras la centrifugacion, se obtuvieron dos fases. La
fase superior fue transferida a otro tubo Eppendorf y se afladieron 500 uL de
isopropanol por cada mililitro de Tri-Reagent utilizado. Se incubé durante 10 minutos a
temperatura ambiente y luego se centrifugd durante 10 minutos a 12,000 g a 4°C. El
precipitado obtenido en esta etapa corresponde al ARN. El ARN fue lavado con 1 mL
de etanol al 75% (preparado con agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC), agitado
en vortex y centrifugado a 7500 g durante 5 minutos a 4°C. El precipitado se dejo
secar y se resuspendié en 30 uL de agua-DEPC previamente calentada a 55°C.

La cuantificacion del ARN se realizé por espectroscopia, midiendo la absorbancia a
260 nm. La pureza del ARN extraido se determind analizando la relacién entre las
absorbancias a 260 nmy 280 nm. En el caso del ARN, esta relacién debe ser mayor a
1.7. Las mediciones de cuantificacion y pureza se realizaron en un equipo Nanodrop
(Thermo Scientific).

Para la sintesis de cDNA se utilizé el kit SensiFAST cDNA Synthesis de Bioline.
Primero, se prepard una mezcla de reaccién que incluia el tampdén TransAmp, la
enzima Transcriptasa Inversa a 200 U/uL y 1 ug de ARN, calculado de acuerdo con la
concentracion obtenida del Nanodrop. EI cDNA se sintetizé en un termociclador T
Gradient de la marca Biometra, utilizando el siguiente programa: 25°C durante 10
minutos, 42°C durante 15 minutos, 48°C durante 15 minutos, y 85°C durante 5 minutos.

La expresion génica de Nrf2, superoxido dismutasa (sod) 1y 2, HO-1y peroxirredoxina
1 fue detectada utilizando el sistema Eco real-time PCR (lllumina, San Diego, CA,
EE.UU.) y el kit Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, MA,
EE.UU.). Las condiciones estandar de amplificacion fueron 10 minutos a 95°C,
seguidos de 40 ciclos térmicos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C y 30
segundos a 72°C, con una extension final de 10 minutos a 72°C.

Los resultados se expresaron como la relacion entre la expresion de cada gen en
estudio y la expresion de GAPDH. Los niveles de expresion génica relativa se
calcularon utilizando el método 2-AACT y se normalizaron con GAPDH. La Tabla 7 a
continuacion muestra los cebadores y las condiciones de Tm utilizadas.
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Tabla 7. Genés y secuencias target para gRT-PCR.

Gen Secuencia Tm
mNrf2-F 5'- CAG CAT GGT ACG TGA TGA GG -3' | 56.0 °C
mNrf2-R 5'- GCT CAG AAA AGG CTC CAT CC -3' | 55.8°C
mHO1-F 5'-CCT CTG ACG AAG TGACGC C-3' | 58.0°C
mHO1-R 5'- CAG CCC CAC CAAGTT CAAA-3' | 55.8°C
5'- ACA CCC AAG AAA CAAGGAGGATT

mPrdx 1-F -3' 56.6 °C
5'- CAA CGG GAAGAT CGT TTATTG TTA
mPrdx 1-R -3' 53.3°C

mSod 1-F | 5-TGG GTT CCA CGT CCATCAGTA-3" | 58.0°C
mSod 1-R 5-ACCGTCCTT TCC AGC AGT CA-3' | 58.8°C
mSod2 -F 5'- ATT AAC GCG CAG ATCATGCA-3" | 55.3°C
mSod2 -R 5-TGT CCCCCACCATTGAACTT-3' | 56.7°C

Modelo GP91P"* K.O y CIA.

A modo de evaluar el rol de las ROS en el modelo de CIA murino, trabajamos con la
cepa GP91P"™* K.O (B6.129S-Cybbtm1Din/J) subunidad clave de la enzima NADPH
oxidasa responsable de la formacién de ROS en macréfagos y monocitos. Los
mismos fueron adquiridos de Jackson Laboratory (USA) y mantenidos en URBE en las
mismas condiciones previamente descritas.

Se realizé un ensayo in vivo utilizando esta cepa de ratones, divididos en dos grupos,
aquellos correspondientes al modelo CIA y a sus respectivos controles, asi como
también inmunizamos del mismo modo una tanda de los ratones sin alteraciones
genéticas especificas de modo que podemos determinar 4 grupos: GP91P"K.O RA,
GP91P"*K.O controles, Littermates (C57) RA, y Littermates controles (C57).

Para este modelo fue evaluado, el conteo celular mediante un hemograma basico, los
indices NLR y MLR asi como el analisis de citoquinas en plasma y el perfil de la
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respuesta inmune células adaptativa de los ganglios inguinales mediante la medicién
de IFNg, fueron realizados como se se describidé previamente.

Como Uunico aspecto metodoldgico a diferenciar, para evaluar la avidez de los
anticuerpos IgG e IgM contra colageno tipo 2 de gallina, se realizé un ensayo ELISA
indirecto utilizando el plasma de los ratones inmunizados diluido a 1/50. En el
procedimiento, se utilizd una solucién de urea de 7 M en PBS como agente
desnaturalizante para medir la estabilidad de la unién antigeno-anticuerpo. La avidez
se calculé como el cociente entre la absorbancia obtenida en presencia de urea y la
absorbancia correspondiente en la misma dilucién sin urea (con PBS), donde el valor
de absorbancia con PBS se consideré6 como el 100% de la unién. Ademas, cada
condiciéon experimental incluyd un control blanco especifico. Este método permite
observar una disminucion del coeficiente de avidez a medida que aumenta la
concentracion de urea, interpretdndose como mayor avidez en los anticuerpos que
presentan una menor disminuciéon de absorbancia ante concentraciones crecientes
de urea.

Modulo clinico

Pacientes

Se llevé a cabo un estudio descriptivo, observacional y transversal en el que se
reclutaron 27 pacientes con diagndstico de AR, quienes asistieron a la consulta
ambulatoria en la Policlinica de EAS del HM durante el afio 2022 bajo la tutoria de la
Prof. Adj. Carolina Diaz. El proyecto fue presentado al Comité de Etica de
Investigacion del Hospital Maciel (Protocolo N.° 32) y obtuvo su aprobacién (Anexo 7).
Mediante una breve entrevista, se verificdé que cada paciente cumpliera los criterios
de inclusién. La poblacién incluida fueron pacientes mayores de 18 afios que
aceptaron participar voluntariamente en la investigacion, firmando el consentimiento
informado, y cumplieran con los criterios clasificatorios de AR (Anexo 4).

Como grupo control, se enrolaron 29 controles voluntarios cuyo perfil demografico y
bioldgico fue comparable al de los pacientes que participaron en el estudio. Una vez
identificados los pacientes y los controles, se solicité la firma del consentimiento
informado (Anexo 4), respondiendo las dudas planteadas y entregando una hoja
informativa sobre el proyecto (Anexo 5). Se aseguré la correcta anonimizacion
parcialmente reversible de los datos personales de acuerdo con el decreto 379/008,
garantizando la confidencialidad y privacidad del participante y minimizando los
riesgos morales asociados al manejo de sus datos.

Posteriormente, se realizd una breve entrevista en la que se completd un formulario
diseflado por el equipo investigador para recolectar datos patronimicos y variables
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relacionadas con la patologia, tratamientos y posibles factores de confusion (Anexo
6). Para medir la actividad de la enfermedad, se emplearon los puntajes
clinico-paraclinicos recomendados por organismos internacionales (ACR/EULAR),
utilizando inicialmente el score CDAI debido a la demora en la obtencién del
resultado de la PCR plasmatica, complementado posteriormente con el célculo del
DAS 28.

Se realizd la extraccion de 10 cc de sangre mediante venopuncién periférica,
siguiendo el protocolo adecuado y ejecutada por personal capacitado. Las muestras
de sangre se conservaron en frio para su traslado al laboratorio de la Unidad
Académica de Inmunobiologia de la Facultad de Medicina, donde fueron procesadas
para los andlisis detallados a continuacién.

Se realizé un andlisis no preplanificado a modo de determinar las variables
principales del estudio en funcién de la actividad de la enfermedad, para lo cual se
utilizaron los scores de actividad para dividir en cuatro subgrupos a los pacientes: en
remision, baja actividad, moderada actividad y alta actividad de la enfermedad.

Conteo celular basico

El conteo celular a través de un hemograma fue realizado del mismo modo que para
la poblaciéon murina, utilizando los ajustes para la especie previamente establecidos
para el equipo. Los indices NLR y MLR fueron calculados del mismo modo. La
determinacion de la PCR en suero fue realizada con el mismo kit mencionado.

Evaluaciéon de respuesta inflamatoria en plasma

Del mismo modo que en el modelo murino, se realizaron una serie de ELISAs
sandwich para determinar diferentes citoquinas. A continuacion en la Tabla 8 se
encuentra el resumen de los anticuerpos utilizados, sus diluciones y nimeros de
catdlogo.

Tabla 8. Anticuerpos para deteccion de citoquinas (humanos)

Citoquina Anticuerpo 1° | N° de [ Anticuerpo 2° [ N° de
catalogo biotinilado catalogo

IL-1B 0.5mg/mL 508202 0.5mg/mL 508302

IL-2 0.5mg/mL 500302 0.5mg/mL 517605

IL-6 1mg/mL 554543 1mg/mL 554546

IL-8 1mg/mL 554718 1mg/mL 554716
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IL-10 1mg/mL 551704 1mg/mL 551709
IL -12 p70 0.5mg/mL 554660 0.5mg/mL 555065
TGF 3 0.5mg/mL 525301 0.5mg/mL 527105
TNF a MAX™ [ 1mg/mL B239783 1mg/mL B239786

Purificacion de PBMCs

A diferencia del modelo murino, para evaluar las células mieloides circulantes,
purificamos en primera instancia los PBMCs a partir de sangre total tanto para los
pacientes como para los controles. A continuacién se detallan los pasos utilizados:

Primero, se centrifugd un tubo con sangre total heparinizada a 2300 rpm durante 20
minutos a 20 °C, con una aceleracién de 9 y freno en 6. A continuacién, se mantuvo
la temperatura estable y, trabajando en una cabina de flujo laminar, se removid
cuidadosamente el plasma, que se almacend en tubos rotulados con fecha y nimero.
Luego, se transfirio el buffy coat a un tubo Falcon de 15 mL y se completé con PBS
estéril hasta alcanzar los 8 mL, homogeneizando mediante pipeteo. En otro tubo
Falcon de 15 mL, se agregaron 6 mL de Ficoll-Hypaque (1.077 g/mL) y, con cuidado, se
afadié la sangre diluida en PBS por la pared del tubo, evitando mezclar las fases.

La mezcla se centrifugd a 1500 rpm durante 30 minutos a 20 °C, con una aceleracién
de 9 y sin freno. Posteriormente, se recuperaron las PBMCs de la interfase con una
micropipeta de 200 pL, 1000 pL o una pipeta Pasteur, transfiriéndolas a un tubo
Falcon de 15 mL y llevandolas a un volumen de 14 mL con PBS estéril, manteniendo el
tubo en hielo.

Seguidamente, se centrifugé a 1300 rpm durante 7 minutos a 20 °C, con aceleracion
de 9 y freno en 6. Se descartd el sobrenadante y las células se resuspendieron
nuevamente en 14 mL de PBS. Finalmente, se repitid la centrifugacion bajo las mismas
condiciones y se mantuvo el tubo en hielo hasta su uso.

Posterior a la purificaciéon de PBMCs los mismos fueron en primera instancia llevado a
una concentraciéon de 100000 cel/mL para posteriormente ser divididos en dos
alicuotas diferentes, una para su marcacion para FACS y otra para su cultivo frente a
estimulos para posteriormente realizar la deteccién de citoquinas en el sobrenadante
de cultivo para todas las condiciones y para su marcacion para FACS.

Citometria de flujo para poblaciones celulares circulantes

A diferencia del modelo murino, previamente a la marcacion para FACS, los PBMCs
fueron estimulados con PMA por 45 minutos a 37 °C. Posteriormente y del mismo
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modo que para el modelo murino, la marcacién se realizd siguiendo los mismos
pasos previamente mencionados. En todos los casos se tomé como aceptable el
numero de 50000 eventos. El disefio de las mezclas de anticuerpos se encuentra
ejemplificado a continuacioén en la Tabla 9:

Tabla 9. Disefio de mixes para FACS PBMCs (humanos).

_ Mix 1 Mix 2 Mix 3

FL1- FITC ROS (DHR123) HO-1 (Alexa Fluor 647) | CD4 (OKT4)

FL2 - PE CD16 (3G8) CD16 (3G8) CD8 (SK1)

FL3 - PercP CD120 (3G7A02) CD120 (3G7A02) CD120 (3G7A02)
APC CD14 (63D3) CD14 (63D3) Tbet (4B10)

Analisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados en base a la media para cada grupo con su
correspondiente error estandar (SEM). El software utilizado para el analisis estadistico
de los datos y la realizacién de las figuras fue el GraphPad Prism version 8.06 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Los datos de correlacion fueron
analizados mediante el test de Pearson y su correspondiente coeficiente, en el caso
de la comparacion de medias o medianas fueron realizados los test de t de student o
Mann-Whitney respectivamente. Para comparar los modelos de regresion lineal entre
los grupos fue utilizado el test de Wald. Las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas cuando el valor p fue <0.05 siendo su representacion
estadistica la siguiente: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 or *** p<0.0001.

Resultados

Objetivo 1. Poner a punto un modelo murino de Artritis Inducida por
Colageno (CIA) describiendo la respuesta inmune inflamatoria asociada.

A modo de abordar de forma local y sistémica, una enfermedad autoinmune de
etiopatogenia compleja, nuestro primer objetivo se centrd en la puesta a punto de un
modelo murino de CIA. Desde el punto de vista clinico y en relacion a los datos
previamente mencionados; el modelo demostrd tener un 68% de efectividad a la hora
de desarrollar sintomas locales y obtener un score mayor a 1 en alguno de los
miembros (datos no mostrados). Al momento de la segunda inyeccion (booster),
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aproximadamente un 15% de los ratones debid ser sacrificado por presentar criterios
de punto final, principalmente asociados a dificultad en la inyeccién subdérmica. Es
importante también destacar, que dado la elevada severidad del modelo, un 8% de
los ratones, para las condiciones de trabajo actuales, debieron ser sacrificados por
presentar criterios de punto final. Dentro de los pardametros de punto final, los mas
frecuentes fueron: claros signos de dolor, pérdida de peso y ascenso ponderal mayor
al 10% y pérdida de la cola posterior al sitio de inyecciéon con lesién ulcerada
sangrante.

Para la evaluacién clinica de los principales signos de artritis, rubor y edema local,
utilizamos en primera instancia fotos de referencia, para luego utilizar nuestras
propias fotos de referencia como se observa en la Figura 8. Dentro de la evaluacién
clinica denotamos que sélo un 10% de los ratones tenian afeccion de los cuatro
miembros, siendo principalmente el compromiso de pequefias articulaciones
especialmente las metacarpofalangicas y metatarsofalangicas, destacando que este
10% de los ratones desarrollaron artritis con un score promedio final >3 siendo la
artritis clinicamente mas severa. Para el 90% restante el score promedio final fue 2.4
siendo mayoritariamente a predominio de miembros inferiores (Ml) y de caracter
asimétrico. De forma cualitativa denotamos que la dificultad de los ratones en
movilizarse fue proporcional al score clinico. Por lo previamente mencionado es que
no contamos una tabla de referencia para los miembros superiores (MS), dado la
ausencia de miembros afectados con un score de 3.

Es importante destacar que no denotamos signos clinicos de artritis en grandes ni
medianas articulaciones, tales como la cintura escapular o la cintura pélvica. Ademas,
no detectamos otros posibles sintomas asociados a una enfermedad sistémica como
podrian ser lesiones, nddulos o afecciones diversas de la piel.

Score O Score 1 Score 2

Figura 8. Imagenes de referencia propias para la evaluacion de signos clinicos de
artritis posterior a la inmunizacion y booster con colageno de tipo Il de gallina:
Score 0 - normal; Score 1 - leve rubor y edema de tobillo/mufieca definido, o rubory
edema limitado a dedos individuales, independiente del nimero de dedos; Score 2 -
Moderado rubor y edema de tobillo/mufieca; Score 3 - Severo rubor y edema de la
totalidad de la pata incluyendo los dedos; Score 4 - Maxima inflamacion del miembro
que involucra multiples articulaciones.
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Desde el punto de vista cinético, como era esperado, el promedio del aumento del
diametro de los MI, MS y de los cuatros miembros en relacion al peso fue
significativamente mayor en aquellos ratones inmunizados respecto a los controles
(Figura 9 A-C). Del mismo modo, se observdé un marcado aumento del score clinico
posterior al booster, aumentando en lineas generales hasta el dia 60
aproximadamente (Figura 9 D).
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Figura 9. Evaluacion clinica de artritis en el modelo murino inducido por colageno.
Relacion del diametro promedio de los MI (A), MS (B) y todos los miembros (C) y el
peso para cada animal en funcién del tiempo. D - Score clinico promedio de los
cuatro miembros. En todos los casos el didmetro de los miembros fue normalizado al
peso de cada animal. El dia O corresponde a la inmunizacién inicial con colageno,
mientras que el dia 21 al booster. Se muestra el promedio del grupo de CASOS
respecto a Para las cuatro graficas se compararon las pendientes de
las dos lineas de regresion mediante un test de interaccién basado en un contraste
de hipétesis asociado al test de Wald, **p<0.001.

Destacamos que en aquellos grupos de ratones cuyo score promedio fue menor de
2, la fase aguda de la artritis tuvo su pico maximo entre los dias 40 y 50 posteriores a
la primera inmunizacion. Respecto a la Figura 10, de no sacrificar a los ratones al dia
70, esperariamos una fase de meseta en los dias subsiguientes como es descrito por
diversos autores (108). Los resultados tabulados de la comparacion de la
media/mediana de las variables clinicas se encuentran en el Anexo 8.
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Para el peso, en todas los grupos de ratones inyectados, la media fue

estadisticamente mayor en el grupo de los controles respecto a los casos, lo cual esta

claramente asociado a la severidad del modelo (datos no mostrados).
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Figura 10. Evaluacion clinica de artritis comparando CASOS respecto a

. Se denota un claro cambio del signo de la pendiente posterior al apex
del dia 42. Se compararon las pendientes de las dos lineas de regresion mediante
test de interaccion basado en contraste de hipdtesis, **p<0.001.

Para analizar la relacion entre el score clinico murino con los scores clinicos de
actividad para AR (Figura 11), como el DAS28 , graficamos la correlaciéon entre el score
total al dia final en funcion del promedio total de los 4 miembros ajustado al dia final
(Figura 11A). Esto nos permitio validar clinicamente un parametro subjetivo, como el
score, con uno mas objetivo, como es el didmetro de los miembros inflamados,
denotando una clara correlacion positiva (R = 0.728). Del mismo modo y con una clara
comparacion con el DAS28, dentro de la validacion paraclinica, el score total al dia
final mostré una correlacién positiva (R

0.783) con un parametro humoral
inflamatorio e inespecifico como lo es la PCR en plasma (Figura 11B). Destacamos que
en la Figura 11B fueron incluidos aquellos ratones inmunizados que no desarrollaron
clinicamente artritis los cuales, como era esperado presentaron valores de PCR en
plasma (mg/dL) menores.

Validacion clinica Validacién paraclinica

1.69  pearson R: 0.728 & 57 Pearson R: 0.783
p value: 0.0001 ® pvalue: 0.013
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Figura 11. Validacion clinica y paraclinica del modelo murino de CIA en comparacion
con el score de actividad para Artritis Reumatoide DAS28. Correlacién entre el score
total al dia final (D58) y el promedio total ajustado al dia final (A) o la Proteina C
Reactiva en plasma (B) de ratones inmunizados. Correlacion de Pearson.

Al tratarse de un modelo de inmunizacién cuya patogenia radica en la formacion de
anticuerpos contra el coldgeno de tipo Il de gallina, realizamos la titulacion de
anticuerpos en plasma (Figura 12) a modo de evaluar la inmunidad adaptativa humoral
y su fenotipo. Esperablemente, aquellos ratones no inmunizados no desarrollaron
anticuerpos con especificidad por el coldgeno tipo Il de gallina (Figura 12A). A
grandes rasgos, denotamos un claro cambio de clase de isotipo hacia IgG,
probablemente asociado al booster asi como al uso de adyuvantes que prolongan la
presentacion antigénica y respuesta inflamatoria local (Adyuvante de Freund
completo). Como sugerido por el protocolo de CIA de la empresa Chondrex, dado la
relevancia bioldgica para el modelo, realizamos la determinacién de Unidades
Internacionales de anticuerpos anti colageno de tipo Il de gallina en base al STD
comercial (Figura 12B).

En adicién a lo previamente mencionado, encontramos una correlacién positiva entre
el titulo de anticuerpos totales (Figura 13A) y de anticuerpos IgG2a (Figura 13B) en
plasma de los ratones inmunizados con el score total de actividad, determinando que
a mayor titulo de anticuerpos, mayor es la severidad de la artritis evaluada por sus
signos clinicos. Sin embargo, no encontramos una correlacion positiva
estadisticamente significativa entre el promedio de los MS, promedio de los MI, o
Promedio Total con los titulos de anticuerpos, si bien la pendiente de correlacion fue
positiva (datos no mostrados).
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Evaluacion de respuesta humoral
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Figura 12. Evaluacion de la respuesta humoral a la inmunizacién con colageno tipo
Il de gallina en ratones C57BL/6. A - Titulacidén de anticuerpos IgG2a, IgG1 e IgM en
plasma de ratones inmunizados (CASOS) en comparacién con los ratones no
inmunizados (CONTROLES) determinada por ELISA indirecto. B - Determinacion de
las Unidades Internacionales (Ul) de anticuerpos anti-coldgeno tipo Il de gallina del
isotipo IgG2a. Mann-Whitney test ***p<0.000!.
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Figura 13. Correlacion entre titulos de anticuerpos contra colageno tipo Il de
gallina y score clinico al D58 (sacrifico). A - Correlaciéon positiva entre el score total al
dia final (D58) y el titulo de anticuerpos totales contra coldgeno tipo Il de gallina
determinados en plasma (R = 0.864) B - Correlacion positiva entre el Score total al dia
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final (D58) y el titulo de anticuerpos de isotipo IgG2a contra colageno tipo Il de gallina
determinados en plasma (R = 0.722). Correlacién de Pearson.

Para confirmar si efectivamente la respuesta inmune humoral adaptativa, es decir, los
anticuerpos especificos para el coldgeno, tienen un posible rol en la patogenia de la
enfermedad, determinamos la presencia de anticuerpos anti-coldgeno en liquido
proveniente del procesamiento de las muestras articulares de los CASOS, siendo
hallados valores positivos para todos los isotipos evaluados (datos no mostrados).

Para completar la evaluacion de la respuesta inmune adaptativa, analizamos la
respuesta celular T. En primera instancia determinamos el tamafio de los ganglios
linfaticos inguinales drenantes, siendo este el primer repel anatémico de la cadena
ganglionar observable a simple vista durante la diseccién. La comparacion
macroscopica posterior a la remocion de los mismos puede verse en la Figura14y la
determinaciéon estadistica de la diferencia a través del andlisis con ImageJ® puede
observarse en la Figura 15A.

Figura 14. Comparacion de ganglios linfaticos inguinales posterior a su remocién,
siendo A el grupo de CONTROLES vy el rétulo B correspondiente a los CASOS.

Dentro de la evaluacion del modelo, posterior a la determinacion del fenotipo de la
inmunidad adaptativa humoral, realizamos una aproximacion al estudio de la
inmunidad adaptativa celular, a través del un ensayo de activacion y proliferacion de
células derivadas de los ganglios inguinales de los ratones en presencia de un
estimulo policlonal (anti-CD3/CD28) y posterior produccion de IFNy determinada por
ELISA sandwich en el sobrenadante de cultivo (Figura 15B). Denotamos niveles
elevados de IFNy en los medios de cultivo de células ganglionares de ratones
inmunizados (CASOS) en comparaciéon con los CONTROLES tanto en condiciones
basales, como frente a estimulos con anti-CD3/CD28. Destacamos que no
detectamos cambios significativos en los niveles de IFNy frente a la estimulacion de
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células derivadas de los ganglios linfaticos con coldgeno tipo Il de gallina tanto entre
los grupos como comparando intragrupo con la condiciéon de medio respectiva (datos

no mostrados).
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Figura 15. Evaluacion de la respuesta celular adaptativa. A - Comparacién del

tamafio de los ganglios por la determinacién del drea en mm? a través del programa

ImageJ®. B - Determinacion de IFNy por ELISA sandwich en condiciones basales o
frente al estimulo policlonal usando anticuerpos especificos de CD3 y CD28. Mann
Whitney test: * p<0.05, * p<0.01.

Por ultimo, para seguir profundizando en la caracterizacién inmunolégica de nuestro
modelo murino de artritis, cuantificamos una serie de citoquinas en plasma por ELISA
sandwich (Figura 16).
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Figura 16. Determinacion de concentracion de citoquinas inflamatorias en plasma
de ratones artriticos. Se determinaron los niveles de TNFa, IL-6, IL-12p70, IL-2, IL-1R
por ELISA sandwich utilizando anticuerpos especificos en ratones con artritis (CASOS)
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en comparacion con los ratones no inmunizados ( ). Mann Whitney test:
ns - no significativo, *p<0.05, *p<0.01.

Podemos observar un claro predominio de mayores concentraciones en plasma de
todas las citoquinas pro-inflamatorias evaluadas a excepcién de la IL-12p70. Como era
esperable, para nuestras condiciones de trabajo, la citoquina cuya concentracion
alcanzé mayores valores fue la IL-6 con un franco aumento en los ratones artriticos.
Sin embargo, inesperadamente, se detectaron menores niveles de TNFa en
comparacion con las otras citoquinas estudiadas tanto para los como para los
CONTROLES.

Objetivo 2. Caracterizar las poblaciones monociticas circulantes y
macrofagicas sinoviales en el modelo de CIA.

El abordaje celular inicial de la respuesta inmunoldgica se realizd a través de un
hemograma determinado por tamafio/volumen en un equipo automatizado. En la
Figura 17A se observa el primer abordaje de las tres series, eritroide, leucocitaria y
plaquetaria. Se observé una disminucion significativa de los glébulos blancos y las
plaquetas en los casos con respecto a los controles. Cabe destacar que el numero
de las plaquetas determinado no corresponde a una plaquetopenia ni a valores fuera
del rango de seguridad.
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Figura 17. Resultados del hemograma basico realizado en equipo automatico por
tamafio, comparacion CONTROLES y CASOS . A - Abordaje primario de las tres
series principales. B - NUumero y porcentaje de las principales series leucocitarias. C -
Coeficientes de monocitos y neutréfilos en funcién de linfocitos. GB (gldbulos
blancos), HGB (hemoglobina), Plq (plaquetas), Linf (linfocitos), Neu (neutrdéfilos), Mon
(monocitos), Mon/Linf (Ratio Monocito-Linfocito MLR), Neu/LINF (Relacién
Neutréfilo-Linfocito NLR). Si la distribucion fue normal, se realizé t de student, si la
distribucion no fue normal se realizé Mann Whitney test: ns - no significativo, * p<
0.05, *p<0.01, **p<0.001.

Dado este hallazgo no esperable desde el punto de vista patogénico, exploramos
una posible correlacién entre el nimero de plaquetas respecto al score de actividad
en los ratones artriticos, encontrando una correlacion negativa que sugiere que a
mayor score de actividad, menor es el conteo plaquetario (Figura 18). No encontramos
diferencias en la concentracién de hemoglobina ni una tendencia a la disminucién en
los CASOS con respecto a los CONTROLES (Figura 17A). La dispersion de los valores
de hemoglobina para los CASOS fue considerablemente mayor que para los
CONTROLES, aunque no denotamos una clara correlaciéon con la actividad de la
enfermedad (datos no mostrados).
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Figura 18. Correlacion entre el conteo plaquetario y el Score clinico al D58
(R=0.3813) de los CASOS. Correlacidon de Pearson. Plqg (plaquetas).

Posteriormente, evaluamos las diferentes series leucocitarias (Figura 17B y Figura 19).
Observamos un cambio en los porcentajes en estas poblaciones en los ratones
artriticos (CASOS) con respecto a los CONTROLES, conduciendo a un aumento de la
serie monociticas y neutrofilica a expensas de la serie linfocitaria (Figura 19).

Poblaciones celulares

7 = =

80+
Bas %

Eos %
Mono %
Linf %
Neu %

60
&

40

ININIpN

20

Figura 19. Porcentaje de poblaciones celulares de glébulos blancos, representadas
sobre un total de 100% para CONTROLES y CASOS. Bas (basodfilos), Eos (eosindfilos),
Mono (monocitos), Linf (linfocitos), Neu (neutrdfilos).

Observamos un aumento en el nimero y porcentaje de neutréfilos y monocitos en los
CASOS con respecto a los CONTROLES (Figura 17B). Sin embargo, evidenciamos una
disminucion del numero y porcentaje de la serie linfocitaria (Figura 17B). Para
profundizar en este resultado, segun la evidencia previamente citada, determinamos
el indice monocito/linfocito y neutrdfilo/linfocito tanto para el conteo como para su
valor porcentual, denotando un marcado aumento del indice en los casos (Figura
17C). Este parametro nos permite comparar dos poblaciones leucocitarias de rapido
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desarrollo frente a factores inflamatorios en referencia a la poblacién cuyo
crecimiento basal es menor.

Detallando los datos sobre el MLR el grupo CASOS presenta una mediana de 0.087,
una media de 014 y un SD de 0.15. La diferencia entre la mediana y la media sugiere
una distribucién asimétrica con valores elevados que pueden estar sesgando el
promedio hacia arriba. En contraste, en el grupo CONTROLES, la mediana es de
0.018, la media de 0.024 y el SD de 0.011, indicando que los valores estdn mas
concentrados alrededor del promedio y con menor dispersion.

En la relacién al NLR, el grupo CASOS muestra una mediana de 0.34, una media de
0.41y un SD de 0.27, lo que sugiere una alta variabilidad y posibles valores extremos
que elevan la media. En cambio, el grupo CONTROLES tiene una mediana de 013,
con una media idéntica de 0.13 y un SD de 0.037, lo que refleja una distribucién mas
homogénea y estable.

En general, los CASOS con AR presentan valores mas elevados y una mayor
variabilidad en las proporciones de monocitos y neutréfilos en relacién con los
linfocitos, mientras que en los CONTROLES los valores son mds bajos y
homogéneos. Esto sugiere un desbalance inmunoldgico caracteristico de la
enfermedad, con una mayor presencia relativa de monocitos y neutréfilos.

A modo de profundizar en la inmunidad celular asociada a la patogenia inflamatoria
de los ratones artriticos, evaluamos a partir de sangre total por citometria de flujo, el
numero y fenotipo de poblaciones celulares seleccionadas.

Utilizando como marcador de células mieloides a CD11b, determinamos que en
sangre periférica, en concordancia con lo evaluado de forma rudimentaria en el
hemograma, existe un mayor nimero y porcentaje de células CD11b" en los CASOS
(Figura 14). Asimismo, detectamos un aumento en las células CD11b" y Ly6C" en los
CASOS con respecto a los CONTROLES, lo que sugiere un aumento de monocitos en
circulacion de estos animales (Figura 20A). Posteriormente, determinamos la
presencia ROS en las células CD11b" Ly6C" (Figura 20B), encontrando mayores
niveles de ROS en las células derivadas de ratones artriticos (CASOS). Estas células,
ademas, presentaron una menor expresion de HO-1 en los CASOS (Figura 18B).
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Figura 20. Identificacion de células mieloides en sangre periférica. A - Poblacién
mieloide CD11b" (arriba) y de monocitos tipicos CD11b" Ly6C" (abajo) detectada por
citometria de flujo en sangre previamente lisada de ratones. B - Expresion de HO-1y
deteccién de ROS (utilizando la sonda DHR123) en células CD11b" Ly6C" En todos los
casos se comparan CASOS y CONTROLES. Mann Whitney test: * p< 0.05, **p<
0.001, ***p<0.0001.

Posterior al abordaje sistémico y periférico, decidimos analizar las células del tejido
articular, a modo de evaluar el numero, porcentaje y fenotipo de las poblaciones
celulares de interés (Figura 21A). En concordancia con los resultados evaluados en
sangre periférica, el nimero y porcentaje de las células de origen mieloide (CD11b")
fueron mayores a nivel local en los CASOS que en los controles. Utilizando
nuevamente la sonda DHR123 para la determinacién de ROS, denotamos un
aumento, tanto en nimero como en porcentaje, de una subpoblacion productora de
altos niveles de ROS (CD11Ib* ROS"™) en los CASOS en relacién a los CONTROLES.
Como no esperamos encontrar una poblacion monocitica activa en articulacion,
seleccionamos un marcador de diferenciacién asociado a un fenotipo macrofagico,
como lo es F4/80, encontrando un menor nimero y porcentaje de células F4/80" en
el tejido articular de los CASOS (Figura 21A). La expresion de MHC Il en estas células
fue similar entre CASOS y CONTROLES (Figura 21B). En concordancia con los
resultados previamente enunciados y remarcando la tendencia de este analisis, la
expresion de CD68 fue mayor en los CONTROLES. Por otro lado, no encontramos
diferencia significativa en la produccién de ROS.

Por ultimo y segun nuestros resultados previos, decidimos evaluar la expresion del
factor de transcripcion IRF5 asociado con la regulacion de la respuesta inmune innata
y la inflamacion. Una alta expresion de IRF5 caracteriza a los macréfagos
inflamatorios de tipo M1 (Figura 7). A nivel tisular, determinamos un mayor niumero y
porcentaje de células F4/80" IRF5" en los casos con respecto a los controles (Figura
21). Ademas, evaluamos la expresiéon intracelular de la HO-1 en esta poblacion,
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encontrando, de forma atipica una sobreexpresion de esta enzima inmunoreguladora
en los casos en relacion a los controles (Figura 21).

De forma complementaria, no observamos una diferencia entre la poblacion F4/80" e
IRF4" ni en la expresion de este factor de transcripcion en los casos (datos no
mostrados).
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Figura 21. Identificacion de células CD11b" en células articulares. A - Nimero y
porcentaje de células CD11b*, CD11b* ROS" y en casos y controles por citometria de
flujo. B - Expresiéon de ROS, MHC Il, F4/80 y CD68 en la poblacién celular CD11b",
siendo la expresion de MHC I, F4/80 y CD68 determinada utilizando anticuerpos
especificos, mientras que la presencia de ROS utilizando la sonda DHR 123 por
citometria de flujo. De forma complementaria, vemos la evaluacién fenotipica de las
células CD11b" para la produccion de ROS, su perfil macrofagico seguin F4/80 y CD68.
Mann Whitney test: ns - no significativo, * p< 0.05, *p<0.01, **p<0.000!.
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Figura 22. Identificacion de células F4/80" IRF5" en articulaciéon. A partir de una
suspension celular de articulacion proveniente de ratones artriticos (CASOS) o
CONTROLES se realizé una marcacion con anticuerpos especificos de F4/80, IRF5 y
HO-1. A - Dot plot indicando la gate F4/80" IRF5". B - Numero y frecuencia de células
F4/80" IRF5" en casos y controles. C - Expresion de HO-1 en células F4/80" IRF5".
Mann Whitney test: ns - no significativo, * p< 0.05, *p<0.01.

Para complementar estos analisis buscamos evaluar la expresion génica de diversas
enzimas relacionadas con la produccion de ROS, como la SOD1, SOD2 y PRDX1 en
células provenientes de las articulaciones tanto de casos como de los controles, asi
como del factor de transcripcion Nrf2 de respuesta anti-oxidante (Figura 23). No
detectamos evidencias de diferencias significativas entres CASOS y CONTROLES en
ninguna de estas moléculas (Figura 23). Tampoco se evidencié una clara relacion
entre los valores obtenidos y la actividad de la artritis para los CASOS (datos no
mostrados). CoOmo pardmetro antiinflamatorio central en nuestra investigacién, se
denotd una tendencia en la disminucion de niveles de la expresién de HO-1 en los
casos. Dado el escaso contenido de ARN extraido y la baja calidad del cDNA se
decidié poolear grupos de ratones y realizar réplicas metodoldgicas, lo cual se
correlaciona con el escaso numero de células detectado por citometria de flujo.
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Figura 23. Evaluacion por gRT-PCR de enzimas claves en el ambiente
inflamatorio/anti inflamatorio vinculadas a la produccién de ROS y el ambiente
anti-inflamatorio mediante gRT-PCR con primers especificos para la superdxido
dismutasas (SOD) 1y 2, peroxirredoxina (PRDX) 1, el factor de transcripcion NRF2 y
como parametro anti-inflamatorio la HO-1. Mann Whitney test: ns - no significativo

Objetivo 3. Esclarecer el rol de las ROS en el desarrollo del modelo
murino de CIA utilizando la cepa GP91P"™ K.O (B6.129S-Cybbtm1Din/J)
caracterizando sus aspectos proinflamatorios clinicos y humorales.

A modo de profundizar en la produccién de ROS y su rol controversial descrito para la
AR, reprodujimos el mismo modelo CIA en una cepa deficiente en la subunidad de la
NAD(P)H Oxidasa, gp91phox.

La subunidad gp91phox es uno de los principales componentes cataliticos del
complejo enzimatico NOX2. Este complejo es esencial en la produccién de ROS
mediante la transferencia de electrones desde NADPH al oxigeno molecular. En el
contexto de la inflamacién crénica, como ocurre en la artritis reumatoide, la
generacion de ROS por parte de NOX2 ha sido vinculada tanto a mecanismos
protectores como a procesos de dafio tisular. Su funcién dual, dependiendo del
entorno redox y del balance entre los sistemas antioxidantes y prooxidantes, subraya
su papel controversial en la modulacion del proceso inflamatorio.
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Figura 24. Evaluacion del perfil clinico e inmunolégico en el modelo de AR
deficientes de ROS comparando CASOS para la cepa GP91phox K.O respecto a sus
CONTROLES para la cepa GP91phox K.O y su comparacion con el modelo inicial en
la cepa C57BL/6 tanto para los CASOS littermates RA como para sus CONTROLES
littermates Ctrls. A - Relacion de aumento del didametro promedio total ajustado por
peso para la cepa GP91phox K.O en funcidn de los dias posteriores a la inmunizacién
(dia 0) y al booster (dia 21). B - Relaciéon de aumento del score clinico promedio para
los CASOS con fondo genético de la cepa GP91phox K.O en comparacién de
aumento del didametro promedio total para los CASOS de la cepa C57BL/6 en funcion
de los dias posteriores a la inmunizacion (dia 0) y al booster (dia 21). Para Ay B se
compararon las pendientes de las dos lineas de regresion mediante un test de
interaccion basado en un contraste de hipdtesis. C - Comparaciéon del titulo para Ac.
IgM e IgG2a mediante un ELISA indirecto. Los titulos fueron determinados en base al
punto de corte con el suero de ratones no inmunizados, estableciendo la relacién con
la absorbancia del titulo mayor con el valor de absorbancia del control negativo,
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comparacion entre ratones artriticos de ambas cepas. D - Determinacion de la avidez
para los isotipo IgG2a para ambas cepas de ratones. Se realizé un ELISA indirecto
realizando un paso de incubacion con urea luego de la incubacién de los anticuerpos
para eliminar los anticuerpos de baja avidez. Siendo el porcentaje determinado en
relacion al 100% considerando la condicién con PBS y la comparacion con la
condicion de urea. E - Determinacién de niveles de citoquinas inflamatorias en
plasma. Se realizé un ELISA de tipo sdndwich utilizando anticuerpos especificos. F -
Determinacién de IFNy por ELISA sandwich frente al estimulo policlonal usando
anticuerpos especificos de CD3 y CD28 de células provenientes de ganglios
inguinales. Para C, D, E y F Mann Whitney test. ns - no significativo, * p< 0.05, *p<
0.01, ***p<0.0001.

Como se observa en la Figura 24A, el didmetro promedio de los cuatros miembros
fue marcadamente mayor en los ratones artriticos de la cepa GP91phox K.O en
comparacion a la C57BL/6. Respecto al momento del desarrollo de artritis, no
denotamos un inicio precoz para ninguno de los dos grupos, ya que se detectaron los
signos clinicos a partir del dia 50, como vimos para los grupos previos de ratones.
Este primer resultado clinico se traduce y correlaciona en la diferencia del Score
Total, siendo significativamente superior en la cepa GP91phox K.O (Figura 24B).
Desde el punto de vista cualitativo, las caracteristicas del modelo resultaron similares
para ambas cepas, sin haber cambios en el desarrollo de artritis, que rondé en un
72% para la cepa GP91phox K.O y un mismo porcentaje de ratones sacrificados por
tener criterios de punto final al momento del booster y en la evolucién posterior.
Tampoco hubo diferencias en los pardmetros de punto final utilizados para el
sacrificio de los ratones con indices de severidad. El porcentaje de los ratones con
los cuatros miembros afectados fue el mismo para ambas cepas (10%) e igual al
previamente descrito en nuestro modelo inicial. La afeccién fue predominantemente
en miembros inferiores. No se detectaron signos clinicos de artritis en grandes ni
medianas articulaciones ni otros sintomas de enfermedad sistémica en ninguna de las
cepas analizadas.

A modo de evaluar la respuesta inmune humoral adaptativa, en el mismo contexto
que para el modelo inicial, realizamos la titulacion de anticuerpos contra coldgeno de
tipo Il de gallina en el plasma de los ratones inmunizados (Figura 24C). Los animales
artriticos deficientes en GP91phox presentaron mayores titulos de anticuerpos
especificos de colageno en relacion a los expresados por la cepa C57BL/6. Este
resultado se evidencid para todos los isotipos analizados (Figura 24C).

Para profundizar y comparar la respuesta humoral de ambas cepas, en busqueda de
un posible vinculo entre la inmunidad innata y adaptativa, decidimos determinar
mediante un ELISA Indirecto con urea la avidez del isotipo IgG2a el mas vinculado al
modelo (Figura 24D). De forma relevante, determinamos que la avidez de los
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anticuerpos de isotipo IgG2a fue significativamente mayor en la cepa GP91phox K.O.
Estos resultados reafirman y complementan los datos obtenidos en la titulacion y
potencialmente vinculan desde el punto de vista bioldégico con la patogenia de la
artritis y la funcidn efectora de los diferentes isotipos de anticuerpos.

De forma similar a lo descrito previamente, llevamos a cabo la mediciéon por ELISA
indirecto de citoquinas plasmaticas proinflamatorias caracteristicas del perfil Th1
como lo son TNFa, IL-6 (Figura 24E). Si bien evidenciamos una clara tendencia a
obtener concentraciones mayores de las dos citoquinas en plasma para la cepa
GP91phox K.O, estas no fueron estadisticamente significativas.

Para evaluar el tenor de la respuesta inmune adaptativa celular y su fenotipo Th1 se
realizé del mismo modo un ensayo de proliferacion de LT estimulados con
anti-CD3/CD28 por 72 horas a 37° C, detectdndose una mayor nivel de IFNy para la
cepa GP91phox K.O.
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Figura 25. Resultados del hemograma basico de muestras de sangre periférica de
ratones realizado en equipo automatico por tamafo, comparacion CASOS GP91phox
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K.O y CASOS C57 . A - Abordaje primario de las tres series principales. B - NUumero y
porcentaje de las principales series leucocitarias. C - Coeficientes de monocitos y
neutrofilos en funcién de linfocitos. GB (glébulos blancos), HGB (hemoglobina), Plq
(plaquetas), Linf (linfocitos), Neu (neutréfilos), Mon (monocitos), Mon/Linf (Ratio
Monocito-Linfocito MLR), Neu/LINF (Relacion Neutrdfilo-Linfocito NLR). Si la
distribucion fue normal, se realizd test t de student, si la distribuciéon no fue normal se
realizé6 Mann Whitney test: ns - no significativo, * p< 0.05, *p<0.01, **p<0.001.

Nuevamente el abordaje celular inicial de la respuesta inmunoldgica se realizd a
través de un hemograma determinado por tamafo/volumen en un equipo
automatizado. En el primer abordaje de las tres series, no denotamos diferencia en el
conteo total de glébulos blancos, ni en los valores de hemoglobina, aunque si se
evidencié una cierta tendencia a tener concentraciones menores en los ratones
provenientes de la cepa deficiente en GP91phox, lo cual podria estar asociado a la
respuesta inflamatoria sistémica mas severa (Figura 25A). Del mismo modo que para
el modelo inicial, se determiné un menor conteo plaquetario estadisticamente
significativo para los ratones GP91phox K.O respecto a los salvajes C57BL/6, lo cual
también podria estar -de forma atipica- relacionado con la respuesta inflamatoria
sistémica cronica.

Evaluando especificamente la serie blanca o leucocitica, sorpresivamente
evidenciamos una disminucion tanto en nimero y porcentaje de la serie linfocitaria en
los ratones GP91phox K.O (Figura 25B), lo cual también nos podria dar un indicio de
su asociacion con la respuesta inflamatoria. Evaluando los neutréfilos y los monocitos,
denotamos un marcado aumento para la cepa GP91phox K.O lo cual esta
estrechamente vinculado a los datos previamente mencionados. Para profundizar en
este resultado, seguin la evidencia previamente citada, determinamos el indice
monocito/linfocito y neutréfilo/linfocito tanto para el conteo como para su valor
porcentual, denotando un marcado aumento del indice en los ratones GP91phox K.O
(Figura 25C).

Este primer abordaje inicial sugiere que la ausencia de la NADPH oxidasa con la
posible consecuente disminuciéon de ROS agrava los signos clinicos y la severidad de
la artritis, se acompafia de una respuesta inflamatoria sistémica de mayor entidad y
puede estar mediada por células de la inmunidad innata como neutréfilos o
macroéfagos.
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Objetivo 4. Caracterizar la poblacién de pacientes en estudio incluyendo
datos demograficos, posibles variables confusoras y para los pacientes
aspectos relevantes de su enfermedad.

A continuacién, investigamos el papel de las ROS macrofdgicas en pacientes con AR.
En primer lugar, es mandatorio describir nuestra muestra de participantes dentro del
modulo clinico del estudio. Contamos con un total de 56 participantes divididos en
un grupo de CONTROLES (29 participantes) y un grupo de PACIENTES con AR
establecida (27 participantes).

La caracterizacion descriptiva de ambos grupos esta resumida en la Tabla 10. Se
encontré una diferencia estadisticamente significativa entre la media de edad de
ambos grupos. El grupo de PACIENTES tuvo una media de edad 8 aflos mayor
respecto a los CONTROLES (47 vs 55). Respecto a las comorbilidades, hubo una
mayor prevalencia de hipertension arterial y asma en el grupo de PACIENTES.

Tabla 10. Caracterizacion descriptiva de pacientes y controles

Variables Controles Test Valor p | Resumen
descriptivas (n=29)
Sexo
Femenino @ 28 (96.5%) |24 (88.9%) | X? 0.3434 |ns
Masculino & 1(3.5%) 2 (11%) X2 0.6045 |ns
Etnia
Blanca 25 (86.2%) |18 (66.7%) |X? 0.1165 ns
Mestiza 3 (10.3%) 8 (29.6%) |X? 0.0965 |ns
Afrodescendiente 1(3.5%) 1(3.7%) X2 1 ns
a7006) |ssmy [N 0001 |*
Edad [MEDIA - (SD) afios] paramétrico
Peso [MEDIA - (SD) kg] 717 (16.) 72.3 (15.7) | Paramétrico 0.8656 ns
Altura [MEDIA - (SD) m] 1.63 (0.07) |[1.59 (0.08) | Paramétrico 0.7985 ns
26.9 (6.9) |28.9(6.4) No e 0135 ns
IMC [MEDIA - (SD) kg/m?] paramétrico
Sobrepeso 5 (17.2%) 7 (25.9%) | X? 0.5255 |ns
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Obesidad 9 (31.0%) 12 (44.4%) | X? 0.4088 |[ns
Sedentarismo 12 (41.3%) |16 (59.3%) | X? 0.2847 |ns
Comorbilidades
Tabaquismo

Si 7 (24.2%) 7 (25.9%) | X? 1 ns

Extabaquista 1(37.9%) |10 (37.0%) | X3 1 ns
Hipertension Arterial | 7 (24.2%) 16 (59.3%) | X2 0.0137 *
Diabetes Mellitus 4 (13.8%) 4(14.8%) |X? 1 ns
Hipercolesterolemia | 6 (20.7%) 10 (37.0%) | X2 0.2397 ns
Distiroidismo 7 (24.2%) 9(33.3%) |X? 0.5577 ns

Hipotiroidismo 7 (100%) 7(77.8%) | X? 1 ns

Hipertiroidismo 0 (0%) 2(22.2%) | X? 1 ns

Tto farmacolégico | 6 (85.7%) 9 (100%) X2 1 ns
Ell 0 (0%) 0 (0%) - - -
Asma 1(3.4%) 7 (25.9%) | X? 0.0227 |*
Tabla 10. Caracterizacion descriptiva de pacientes y controles. Variables

sociodemograficas y antecedentes personales relevantes. ' Las variables son expresadas
como n (%) a no ser que sea especificado lo contrario. ns - no significativo, * p< 0.05, *p<0.01..

A modo de poder valorar posibles variables confusoras, dentro del formulario
sociodemografico y la evaluacién clinica se evidenciaron los antecedentes familiares
(AF) de EAS, la presencia de fibromialgia asociada, patologia articular no inflamatoria,
artrosis y el trabajo manual (Tabla 11). Casi la mitad de los PACIENTES con AR
presentdé AF de EAS, y fibromialgia asociada. No denotamos diferencias significativas

entre los grupos para las variables patologia articular, artrosis y trabajo manual.

Tabla 11. Estudio de posibles variables confusoras
en pacientes y controles'

Variables Controles Valor p | Resumen
Confusoras | (n=29)

AF de EAS 1(3.4%) 1 (40.7%) 0.0002 | **x
Fibromialgia | 2 (6.8%) 14 (51.8%) <0.0001 [ #rex
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Patolog

SROI09IS 12 (414%) | 8(29.6%) 01789 | ns
articular

Aries 8 (66.7%) 8 (100%) 0.4328 |ns
Trabajo 21(72.4%) |14 (51.8%) 0.2246 | ns
Manual

Tabla 11. Evaluacion de variables confusoras. " Las variables son expresadas como n (%). X2
ns - no significativo, **<0.001, ***<0.0001.

Dentro de las variables descriptivas a destacar, las mismas se encuentran tabuladas
en la Tabla 12. La media de tiempo de evolucién de la enfermedad fue de 13 afios.
Desde un punto de vista metodoldgico, esto podria haber correspondido a un sesgo
de selecciodn, el cual se vio sorteado categorizando a los PACIENTES por la variable
score de actividad. A destacar sobre esta primera variable, no hubo diferencias
significativas en la media de tiempo de evolucién de la enfermedad entre los grupos
segun la actividad de la enfermedad.

Dos de las pacientes no se encontraban recibiendo tratamiento farmacoldgico por
opcién personal y al momento de la evaluacion clinica se encontraban con alta
actividad de la enfermedad. ElI solapamiento mas frecuente fue con LES,
encontrandose la totalidad de las PACIENTES con AR/LES tratadas con
Hidroxicloroquina.

Tabla 12. Tratamientos y solapamientos de
pacientes
Variables Descriptivas
Tiempo Evolucion [MEDIA - (SD) afios] | 13.0 (7.9)
Tratamiento 25 (86.2%)
FAMES 19 (76%)
Metotrexate O (47.4%)
Leflunomida 9 (47.4%)
Sulfasalazina 1(5.3%)
Bioldgicos 14 (56.0%)
Rituximab 3 (21.4%)
Adalimumab 5 (371%)
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Infliximab 0 (0%)
Etanercept 0 (0%)
Tocilizumab 3 (21.4%)
Sintéticos dirigidos - Inh. JAK 3 (11.1%)
Prednisona 7 (28.0%)
Solapamiento 14 (51.9%)
LES 8 (571%)
Tratamiento con HXQ 8 (100%)
SS 5 (35.7%)
SAAF 1(71%)
ES 0 (0%)
Vasculitis 2 (14.3%)
Otra 5 (35.7%)

Tabla 12. Variables relacionadas a la enfermedad en pacientes con AR

' Las variables son expresadas como n (%) a no ser que sea especificado lo contrario. Férmacos
antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FAMEs), SD (desvio estandar), Lupus Eritematoso
Sistémico (LES), Hidroxicloroquina (HXQ), Sindrome de Sjogren (SS), Sindrome de Anticuerpos Anti
Fosfoliidos (SAAF), Esclerosis sistémica (ES).

Posteriormente, profundizamos en la caracterizacion de los PACIENTES en funcién al
score de actividad de la enfermedad (Tabla 13). Utilizamos los dos scores de actividad
detallados en la introduccién, primariamente el CDAI para luego de obtener los
resultados de la PCR y profundizar en el DAS28. La Tabla 13 muestra la categorizacion
de los pacientes segun los dos scores de actividad clinica, clasificados en cuatro
categorias: remision, , , alta actividad. Ademas, se
detallan las caracteristicas asociadas al tiempo de evolucién de la enfermedad, la
frecuencia relativa de los pacientes en cada categoria y los tratamientos recibidos,
incluyendo el solapamiento con otras enfermedades.

En cuanto al CDAI, como esperable, se observa un aumento progresivo del promedio
del indice, desde 1.5 (+0.5) en pacientes en remision hasta 32.3 (+5.9) en aquellos
con alta actividad de la enfermedad. La frecuencia relativa también se incrementa en
las categorias de mayor actividad, con un 23.0 % de los pacientes en remision, un
15.4 % en , un 26.9 % en y un 34.6 % en alta
actividad, siendo esta ultima la categoria mas representada. El tiempo de evolucion
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de la enfermedad sigue una tendencia similar, con un promedio de 10.5 (£5.9) afios en
remision y 14.6 (£7.8) afios en alta actividad. .

El promedio del DAS28 aumenta desde 0.93 (x0.50) en remision hasta 8.61 (x2.4) en
alta actividad. La distribucién porcentual muestra que el 30.8 % de los pacientes se
encuentra en remision, mientras que el 38.5 % presenta alta actividad, confirmando
que esta Ultima es la categoria predominante.

Respecto a los tratamientos, se identifica que los pacientes con remision reciben
predominantemente monoterapia con FAME (n = 3 - 50 %) o bioldgicos (n = 2 - 33.3
%), mientras que aquellos con y alta actividad tienden a recibir
combinaciones de FAME y bioldgicos, con una prevalencia del 71.4 % (n = 5) en

y del 33.3 % (n = 3) en alta actividad. En contraste, el 22.2 % (n =
2) de los pacientes con alta actividad no recibe tratamiento.

El solapamiento con otras enfermedades, principalmente el LES, se observa en todas
las categorias, siendo mas frecuente en pacientes con alta actividad.

No fue realizado un analisis estadistico para cada subgrupo de actividad por el bajo
nimero de participantes por grupo; de todos modos, los tratamientos fueron
considerados para los analisis posteriores, excluyendo por ejemplo, a las pacientes
en tratamiento con anti-TNFa en el andlisis estadistico de la determinacién de
concentracion de TNFa en plasma y su comparacion con el grupo control.

Categorizacion de pacientes segun scores de actividad

Categoria | En remision | Baja actividad | Moderada

Variable | cpal actividad

CDAI Promedio 1.5 (0.5) 675 (2.2) 10.4 (3.6) 32.3(5.9)
[MEDIA (SD)]

Frecuencia relativa 6 (23.0%) 4 (15.4%) 7 (26.9%) O (34.6%)
Tiempo de evolucion | 105 (5.9) 12.75 (117) 14.3 (71) 14.6 (7.8)

[MEDIA - (SD) afios]

Variable [Categoria En remision | Baja actividad | Moderada

DAS 28 actividad
DAS 28 Promedio| 0.93 (0.50) 2.87 (0.25) 4175 (0.58) 8.61(2.4)
[MEDIA (SD)]
Frecuencia relativa 8 (30.8%) 3 (11.5%) 5 (19.2%) 10 (38.5%)

Tratamientos
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Categorizacion de pacientes segun scores de actividad

Variable Categoria | En remision | Baja actividad | Moderada

CDAI actividad
CDAIl Promedio 1.5 (0.5) 6.75 (2.2) 10.4 (3.6) 32.3 (5.9)
[MEDIA (SD)]
Frecuencia relativa 6 (23.0%) 4 (15.4%) 7 (26.9%) 9 (34.6%)
Solo FAME 3 (50%) 1(25.0%) 1(14.3%) 4 (44.4%)
Solo Bioldgico 1(16.7%) 1(25.0%) 1(14.3%) 0 (0.0%)
FAME + Bioldgico 1(16.7%) 1(25.0%) 4 (71.4%) 2 (22.2%)
Solo Sintético 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1(14.3%) 0 (0.0%)
FAME + Sintético 0 (0.0%) 1(25%) 0 (0.0%) 1(1.1%)
Sin tratamiento 1(16.7%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 2 (22.2%)
Solapamiento 1(16.6%) 2 (50%) 4 (571%) 6 (66.6%)

Tabla 13. Caracterizacion y categorizacion de los pacientes segun score de

actividad. ' Las variables son expresadas como n (%) a no ser que sea especificado lo contrario.
Clinical Disease Activity Index (CDAI), Disease Activity Score 28 (DAS28), Fadrmacos antirreumaticos
modificadores de la enfermedad (FAMEs), SD (desvio estandar).

En sintesis, la poblacién de estudio incluyd 56 participantes, divididos en un grupo de
CONTROLES (n=29) y PACIENTES con AR establecida (n=27), excluyendo una
paciente por no cumplir con criterios clasificatorios. Ambos grupos fueron
comparables en variables sociodemograficas, excepto por la edad, mayor en
PACIENTES con AR (55 vs 47 afios; p=0.001). Los PACIENTES mostraron alta
prevalencia de AF de EAS vy fibromialgia. El tiempo promedio de evolucion de la AR
fue de 13 afios, y la mayoria recibié tratamiento con FAMEs o biolégicos, siendo
frecuentes los solapamientos con LES. Segun los scores de actividad CDAIl y DAS28,
el 38.5% presento alta actividad, asociada a mayor tiempo de evolucién y menor uso
de monoterapia. Se identificaron barreras de acceso al tratamiento en algunos casos,
destacando su impacto en el manejo clinico.

variables proinflamatorias

Objetivo 5. Determinar y correlacionar

humorales y celulares en pacientes con AR vinculando las mismas con la
actividad de la enfermedad.

Del mismo modo que en el modelo murino, el abordaje celular inicial de la respuesta
inmunoldgica se realizd a través de un hemograma basico determinado por tamafio y
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volumen en un equipo automatizado. En la Figura 26A se observa el primer abordaje
de las tres series: eritroide, leucocitaria y plaquetaria.

No encontramos diferencias en la concentraciéon de hemoglobina ni una tendencia a
la disminucion en los PACIENTES con respecto a los CONTROLES (Figura 26A).

Analizando las diferentes poblaciones leucocitarias (Figura 26B), denotamos una
disminucion significativa del nimero y porcentaje de linfocitos circulantes en los
PACIENTES, aunque no se correspondié con una linfopenia patolégica.

Por otro lado observamos un aumento en el niumero y porcentaje de neutréfilos y
monocitos en los PACIENTES con respecto a los CONTROLES (Figura 26B). Para
abordar estos resultados en profundidad, determinamos el indice monocito/linfocito y
neutrofilo/linfocito para su valor porcentual, denotando un marcado aumento del
indice en los PACIENTES (Figura 26C) para ambos ratios.
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Figura 26. Resultados del hemograma basico realizado en equipo automatico por
tamafio, comparacion CONTROLES y PACIENTES. A - Abordaje primario de las tres
series principales. B - NUumero y porcentaje de las principales series leucocitarias. C -
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Coeficientes de monocitos y neutrdfilos en funcion de linfocitos. GB (gldbulos
blancos), HGB (hemoglobina), Plq (plaquetas), Linf (linfocitos), Neu (neutrdfilos), Mon
(monocitos), Mon/Linf (Ratio Monocito-Linfocito MLR), Neu/LINF (Relacion
Neutrofilo-Linfocito NLR). Si la distribucion fue normal, se realizé test t de student, si la
distribucién no fue normal se realizé Mann Whitney test: ns - no significativo, * p<
0.05, *p<0.01, **p<0.001.

A modo de determinar si estos indices se relacionan con la actividad de la
enfermedad graficamos el valor de los indices en funcién de la categorizacion segun
el DAS28 (Figura 27). Encontramos una clara tendencia al aumento segun la actividad,
siendo estadisticamente significativa la diferencia entre los PACIENTES cuya
actividad fue catalogada como alta respecto a los pacientes en remision y a los
CONTROLES, los cuales se comportan de forma similar para el NLR y el MLR.

0.6 | 3 -
1 CONTROLES
REMISION
0.4 2- BAJA ACTIVIDAD

MODERADA ACTIVIDAD

0.2 1 ALTA ACTIVIDAD

Mon%/Linf%
Ratio
Neu%/Linf%
Ratio

L 1

Figura 27. Determinacion de la tendencia de variabilidad de los ratios MRL % y NLR
% en funcién de la categorizacion de la actividad de la enfermedad como remision,

, alta actividad y los valores determinados para
los CONTROLES ANOVA y Mann-Whitney U test: ns - no significativo, * p< 0.05.

Con el objetivo de validar las variables cualitativas como numero de articulaciones
dolorosas o articulaciones tumefactas, se graficaron en funcion de la actividad de la
enfermedad DAS28 (Figura 28A). En sintonia con lo previamente mencionado,
comparando los valores de PCR sérica para ambos grupos, se determind una
marcada diferencia en la media de los valores obtenidos, siendo, como esperado,
estadisticamente mayor la concentracion obtenida para los PACIENTES que en los
individuos CONTROLES (Figura 28B). Para culminar con la validacion de
determinados pardmetros de evaluacién clinica, evidenciamos una marcada
correlacion positiva entre la concentraciéon sérica de PCR con el score de actividad
CDAI (recordando que el CDAI no abarca pardmetros humorales).
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Figura 28 A - Validacion rapida de variables cualitativas como el numero de
articulaciones dolorosas y tumefactas en funcién de la actividad determinada por el
score de actividad CDAIlI como remision, , , alta
actividad. B - Comparaciéon entre los valores de PCR sérica entre CONTROLES vy
PACIENTES. Mann-Whitney U test: ns - no significativo, *p<0.01,. Correlacién entre
los valores de PCR sérica de pacientes y el score de actividad CDAI. Correlacion de
Pearson.

Para complementar la evaluacién de los pardmetros inmunoldgicos, se determiné la
concentracion de ocho citoquinas en plasma para ambos grupos (Figura 29). La
seleccidn de las citoquinas estudiadas se realizd en base a los reactivos disponibles
en el laboratorio: IL-6, IL-8, IL-13, TNFa e IL-12p70 (pro-inflamatorias) y TGF-3, IL-10
(anti-inflamatorias). Dentro de las citoquinas proinflamatorias, obtuvimos mayores
niveles de IL-6, IL-183 e IL-8 en el grupo de PACIENTES. Sorpresivamente, la
concentracion de TNFa fue muy similar entre los grupos, incluso al excluir del analisis
a los 5 PACIENTES que se encontraban recibiendo inmunoterapia con un anticuerpo
monoclonal anti-TNFa (datos no mostrados). Para la evaluaciéon de citoquinas
antiinflamatorias se determiné la concentracion de IL-10 y TGF-B, demostrando un
marcado descenso Unicamente para TGF-8 en los PACIENTES. Por ultimo, tanto IL-12
e IL-2 presentaron menores niveles en el grupo de PACIENTES respecto a los
CONTROLES, posiblemente en relacién a una respuesta compensatoria.
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Figura 29. Determinacion de citoquinas en plasma de PACIENTES y CONTROLES.
La concentracién de citoquinas en plasma se determiné por ELISA sandwich.
Mann-Whitney U test: ns - no significativo, * p< 0.05, *p<0.01.

Se pueden ver evidenciados dos comportamientos claramente diferentes para dos
citoquinas proinflamatorias como lo son IL-6 e IL-8 (Figura 30). En el caso de IL-6 es
ampliamente evidenciado en la literatura la clara relacién positiva de su
concentracion en plasma con la actividad de la enfermedad (109). En este sentido es
que se evidencia un claro aumento de la concentracién a medida que aumenta la
actividad de la enfermedad, tanto de forma categdrica (Figura 30), como en la
evaluacion de la correlaciéon (datos no mostrados). En cambio, esto no sucede para
IL-8, obteniendo concentraciones similarmente altas en todos los pacientes,
independientemente de los grupos de actividad, no demostrando una clara
correlacion con los scores de actividad (datos no mostrados), por lo que solo
podemos comparar los pacientes en actividad con los pacientes en remision y los
CONTROLES (Figura 30). Es importante destacar, que en ambos casos los pacientes
en remision se comportan del mismo modo que los CONTROLES. En el caso de
TNFa, segun la bibliografia, esperabamos encontrar un comportamiento similar a la
IL-6, pero sorpresivamente el coeficiente de correlacion de Pearson fue de 0.456 con
un valor p mayor a 0.06 (datos no mostrados). Del mismo modo, el TGF-@3 tiene un
comportamiento similar al de la IL-8 pero en el escenario opuesto al tratarse de una
citoquina anti-inflamatoria, denotando niveles mayores en los controles y los
pacientes en remisidn en comparaciéon con los pacientes en actividad (datos no
mostrados).
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Figura 30. Evaluacion del comportamiento de la concentracion sérica de IL-6 e IL-8
segun los grupos de actividad determinados por el score de actividad DAS28 o
comparando aquellos pacientes en remision con los pacientes en actividad. Para
ambas se realizd primero un test de ANOVA y posteriormente Mann-Whitney U test:
ns - no significativo, * p< 0.05, *p<0.01.

Para profundizar en los resultados evidenciados de forma inicial a través del
hemograma, disefiamos un abordaje que nos pudiera facilitar la caracterizacién de la
respuesta inmune celular, tanto innata como adaptativa, con un foco en la poblacién
monocitica. Dado que no es posible ni es éticamente correcto acceder a muestra en
articulaciéon en Uruguay, el abordaje se realizé por el estudio de las poblaciones
celulares mononucleares circulantes en sangre periférica (PBMC).

Como se menciondé en la introduccion, la poblacion de monocitos cldsicos suele
encontrarse en circulacion en condiciones basales; un monocito atipico suele
considerarse mas activo en respuestas inflamatorias crénicas y los monocitos no
clasicos tienen un rol dual en las respuestas inflamatorias crénicas dependientes de
la intensidad de la respuesta.

Posterior a la purificacion de PBMCs de sangre periférica, se seleccionaron las
poblaciones de: monocitos cldsicos CD14"" CD16, monocitos intermedios
CD14""CD16* y monocitos no cldsicos CD14™e™° CD16"". A modo de ejemplo se
muestra la estrategia de gating realizado en la citometria de flujo basandonos en las
tres poblaciones en la Figura 31. En nuestros ensayos no denotamos una poblacién
CD14"9" o CD14™e™eda hor |o cual determinamos Unicamente las poblaciones tomando
como referencia el CD14".
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Figura 31. Estrategia de gating para la selecciéon de diferentes subpoblaciones de
monocitos en PBMC. Plot 1 - SSC-A en funcién de FSC-A donde se observa un

patréon clasico de PBMCs de sangre periférica humana, en se evidencia la
gate marcada como . Plot 2 - FSC-H en funcion de FSC-A para seleccionar
singuletes. Plot 3 y 4 - Marcacion de las tres poblaciones , CD16" vy

En primer lugar, y en concordancia con los resultados evidenciados en el hemograma,
se determind el niumero de eventos por microlitro de las tres poblaciones tanto para
las muestras derivadas de pacientes como de controles (Figura 32A). Respecto a los
marcadores de actividad proinflamatoria, las poblaciones CD14" y CD16" en
PACIENTES presentaron un mayor nivel de ROS evidenciado por la oxidacion de la
sonda DHR123 (Figura 32B). De forma contraria, la poblacion doble positiva presenté
menores niveles de ROS en PACIENTES. De forma sorpresiva, para el receptor de la
citoquina proinflamatoria TNFa (CD120) no se encontraron diferencias significativas al
medir la Media de Fluorescencia (MFI) y compararla entre los grupos para las tres
poblaciones (Figura 32C). En concordancia con los resultados obtenidos en el modelo
murino, detectamos menores niveles de HO-1 en las poblaciones CD14" y CD16"
provenientes de los PBMCs de sangre periférica de los PACIENTES (Figura 32D). En
concordancia con los niveles de ROS detectados, la expresion de HO-1 en la
poblacién CD14°CD16" fue considerablemente mayor en los PACIENTES comparando
con los CONTROLES.
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Figura 32. Caracterizacion de poblaciones monociticas provenientes de la
purificacion de PBMCs de PACIENTES y CONTROLES. A - Conteo de eventos/uL
para las tres poblaciones. B - Expresion de ROS por MFI (determinada con la sonda
DHR123), C - MFI de CD120 y D - MFI de HO-1; para las tres poblaciones de interés.
Test t de student o Mann-Whitney test: ns - no significativo, * p< 0.05, *p<<0.01, **p
<0.001.

Ejemplos de los histogramas de MFI para las tres moléculas de interés pueden verse
en la Figura 33.
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Figura 33. Ejemplos de histogramas de MFI para
celulares estudiadas, CD14’, CD16" y CD14'CD16".
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Figura 34. Relacion entre parametros celulares, inflamatorios y anti-inflamatorios
segun clasificacion de actividad de la enfermedad. A) NUmero de subpoblaciones
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de monocitos segun la actividad de la enfermedad. B) Correlaciéon de la produccién
de ROS con el DAS28. C) Expresion de HO-1 en diferentes subconjuntos de
monocitos segun la actividad de la enfermedad. Prueba de correlacién de Pearson.

A continuacién y dado el marcado perfil diferencial entre pacientes y controles,
buscamos vincular estos pardmetros celulares con la actividad de la enfermedad en
los PACIENTES. Como era esperable, el nimero de células CD14* y CD16" aumenté
con la actividad de la enfermedad distribuida por subgrupos (Figura 34A), mientras
que el numero de células CD14* CD16" no tuvo un claro patrén de relacién con la
actividad de la enfermedad, mostrando su caracter funcional diferencial a las otras
dos poblaciones (Figura 34A). Del mismo modo y de forma complementaria la
produccion de ROS por las células CD14" y CD16" se correlaciond negativamente con
la actividad de la enfermedad (Figura 34B) mas no fue evidenciado una asociacion
numérica para la poblacion CD14* CD16". La expresion de la enzima antioxidante HO-1
aumentd con la actividad de la enfermedad en estos dos subconjuntos celulares
(Figura 34C), lo que indica un comportamiento opuesto al de los niveles de ROS
posiblemente asociado a una respuesta compensatoria.

Por ultimo, se determinaron las poblaciones linfocitarias circulantes. La estrategia de
seleccion de la poblacion linfocitaria se evidencia en la Figura 35. Se seleccionaron
las poblaciones de linfocitos T CD4"y CDS8".
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Figura 35. Estrategia de gating para la identificacion de linfocitos T CD4' y CD8".
Plot 1 - SSC-A en funcién de FSC-A donde se observa un patrén clasico de PBMCs,
en rosado se evidencia la gate marcada como Linfocitos. Plot 2 - SSC en funciéon de
FSC-A donde se evidencian de forma mas clara la Unica “nube” correspondientes a la
poblacién linfocitarias. Plot 3 - FSC-H en funcion de FSC-A para seleccionar
singuletes. Plot 4 - Marcacién de las dos poblaciones previamente descritas, CD4" en
violeta y CD8" en rosa oscuro.

No se detectaron diferencias en el nimero o frecuencia de las poblaciones CD4"y
CD8" en sangre periférica de los PACIENTES respecto a los CONTROLES (Figura 36).
Evaluando el factor de transcripcion clave para la diferenciacion en células
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colaboradoras CD4" Th1y citotéxicas CD8" se determiné la expresién intracelular de
Tbet utilizando un anticuerpo especifico, evidencidndose, como era esperable, un
aumento de su expresiéon tanto en CD4" como en CDS8".
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Figura 36. Evaluacion de poblaciones linfociticas provenientes de la purificacion de
PBMCs de pacientes y controles. Conteo de eventos/puL para las dos poblaciones
CD4" y CDS8'. MFI para la expresion intracelular de Tbet. Test t de student o
Mann-Whitney test: ns - no significativo, * p< 0.05, **p<0.001.

En conjunto, estos resultados nos permiten confirmar aspectos inflamatorios
asociados a la AR, caracterizar las poblaciones monocitarias circulantes y asociar
aspectos inflamatorios de la inmunidad celular innata con una tendencia a la
disminucion de estas poblaciones celulares y sus pardmetros inflamatorios frente a
una enfermedad mas activa.

Discusion y Perspectivas

En este trabajo se analiza la respuesta inflamatoria asociada a la AR tanto a nivel
sistémico como articular, centrandose en el papel de los monocitos y macréfagos, la
produccion de especies ROS y la expresion de HO-1. Para ello, se utilizaron dos
enfoques: un modelo experimental murino de CIA y un estudio clinico en pacientes
con AR, con especial énfasis en su relacion con la actividad de la enfermedad. Se
puso a punto un modelo murino de CIA para describir la respuesta inmune
inflamatoria y se caracterizaron las poblaciones monocitarias circulantes vy
macrofagicas sinoviales. Ademas, se explord el rol de las ROS en el desarrollo y
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actividad de la artritis en un modelo con deficiencia de GP91phox, evaluando sus
implicancias clinicas y humorales. Paralelamente, en pacientes con AR, se
describieron caracteristicas demograficas y variables relevantes de la enfermedad,
con el objetivo de correlacionar la produccion de ROS y otros mediadores
inflamatorios con la actividad de la enfermedad, proporcionando una visidn integral
de los mecanismos inflamatorios implicados.

A continuacién destacaremos los aspectos mas relevantes de este trabajo, los cuales
serdn abordados en el mismo orden que fueron presentados en este trabajo. Por
ultimo, proponemos diferentes perspectivas que derivan de esta tesis.

Durante este trabajo fuimos capaces de poner a punto exitosamente el modelo de
CIA en ratones, el cual resultdé ser largo y complejo. Destacamos la marcada
severidad del modelo, la cual nos requiridé realizar varias tandas de ratones (seis)
asociado a la resistencia de la cepa. Si bien, la cepa C57/BL6 es catalogada como
resistente, el modelo fue exitoso y nos permitié cumplir con los objetivos propuestos.
De ser posible, en caso de realizar nuevos ensayos con un modelo murino, es una
alternativa favorable utilizar los ratones con un genotipo DBA1 en los cuales la
incidencia de artritis posterior a la inmunizacién es del 98-100% y con un indice de
severidad menor (110).

Respecto a la evaluacién de la inmunidad humoral adaptativa, inicialmente seguimos
un enfoque sugerido por Chondrex, Inc. para validar el modelo. Este modelo se basa
en la formacién de anticuerpos contra el colageno tipo Il de gallina, cuya
especificidad incluye epitopes compartidos con el coldgeno murino,
desencadenando funciones efectoras a través de la unidén antigeno-anticuerpo.
Interesantemente denotamos que la respuesta humoral tiene un rol clave en el
vinculo con la severidad de la artritis en el modelo inicial, por lo cual decidimos
profundizar en la avidez de estos anticuerpos en el modelo gp91phox K.O. El aumento
de la avidez podria estar vinculado a la severidad de la enfermedad, pero no tiene un
marcado vinculo con las especies reactivas del oxigeno. Sin dudas es uno de los
hallazgos exploratorios mas relevantes de este trabajo, siendo una perspectiva poder
profundizar aun mas en los diferentes determinantes de inmunogenicidad y el rol de
las ROS en este contexto.

Si bien no hay estudios especificos que evaluén los cambios en la inmunogenicidad
de los antigenos propios patolégicos en la AR, un estudio evalud especificamente el
rol de las ROS en la formacién de autoanticuerpos anti-ADN en el LES (111). La
modificacion del ADN por ROS aumentd significativamente su inmunogenicidad; el
sistema Fe®* y H,0, produjo anticuerpos que reconocieron tanto el ADN nativo como
el modificado. Los datos de este estudio sugieren que los diferentes métodos de
produccion de ROS generan perfiles distintos de antigenicidad e inmunogenicidad,
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pero también que el ADN modificado por ROS podria desempefiar un papel en la
formacién de complejos inmunes impulsados por antigenos en el LES.

Otro estudio clinico enfocado en la relacion entre las ROS y la patogenia de la AR
realizé un ensayo de subgrupo no planificado evaluando la variacién en los niveles
de ROS dependiendo de la seropositividad de la AR (112). Al evaluar a los pacientes
con AR segun la seropositividad y seronegatividad del factor reumatoide,
encontramos una diferencia significativa en la peroxidacién lipidica, el estado
antioxidante y el nivel de SOD entre ambos grupos, siendo mayor para el grupo
seropositivo.

Destacamos como una carencia de este trabajo, que en el modelo clinico no
realizamos un abordaje de la poblacién linfocitaria B ni de la inmunidad humoral.
Podriamos haber detectado las poblaciones linfocitarias B activadas circulantes y su
fenotipo, asi como un analisis mas detallado de la produccién de autoanticuerpos.

Avanzando en el estudio de la respuesta inmune adaptativa celular, realizamos
ensayos de proliferacion con células provenientes de ganglios linfaticos drenantes,
inicialmente estimuldandolas con coldgeno tipo Il de gallina (el mismo utilizado en la
inmunizacion). No observamos un aumento en los niveles de IFNy bajo esta
condicién, lo que podria explicarse, en principio, por la ausencia de células
dendriticas capaces de procesar el colageno y presentarlo adecuadamente a los
linfocitos. En contraste, la estimulaciéon se realizd0 de manera policlonal con
anticuerpos anti-CD3/CD28. Es importante destacar que es poco probable que un
linfocito T reconozca un antigeno soluble en un medio de cultivo, ya que requiere,
casi exclusivamente, la presentacion del antigeno cargado en moléculas de MHC. Si
bien podria existir una poblacién de linfocitos B que colabore con los linfocitos T
activados por el mismo antigeno, el rol de los linfocitos B en la presentacion de
antigenos estd enfocado en su propia maduracion de la afinidad y cambio de clase,
mas que en dirigir la activacion de los linfocitos T hacia un fenotipo particular.
Ademas, dado que estos son linfocitos T foliculares, no se esperaria un aumento en la
produccion de IFNy.

Por otro lado, no observamos una produccién aumentada de TNFa en los casos de
AR. Este hallazgo de bajos niveles de TNFa en plasma para ambos grupos es
inesperado, ya que esta citoquina es clave en los procesos inflamatorios y se
esperaria su aumento en modelos murinos de AR (113). Una posible explicacion es
que biolégicamente, TNFa no sea la citoquina predominante en este modelo o que su
produccién sea transitoria y no se haya capturado al momento de la recoleccién de
las muestras. No se encuentran publicados datos sobre la variacion especifica de
esta citoquina y los tiempos de recoleccién de la muestra o su procesamiento.
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Otro aspecto a destacar del primer modelo es la baja expresion de MHCIl en
macrofagos articulares siendo esto caracteristico del perfil M2. Este resultado es
opuesto al aumento en la expresiéon de IRF5 asociado al perfil M1. Si bien, los
resultados del FACS son claves en este trabajo, poder contar con técnicas que
permitan el andlisis de un mayor numero de marcadores, como la citometria
espectral, seria la mejor opcién para determinar mediante el uso de numerosos
anticuerpos el perfil citolégico de los macréfagos articulares.

En cuanto al modelo clinico, se observé una mayor frecuencia del sexo femenino, lo
cual se puede atribuir al hecho de que, como se menciond previamente, los factores
hormonales desempefian un papel relevante en la patogenia de la AR. Por otro lado,
es importante seflalar que la media de edad fue superior en los pacientes en
comparaciéon con los controles. Este aspecto podria constituir una limitacion del
estudio, generando un sesgo de seleccién, dado que los controles incluidos tienen
una edad menor, lo que podria implicar que se encuentren en una etapa preclinica de
la enfermedad.

Otro dato demografico que presenté diferencias significativas fue la prevalencia de
hipertension arterial (HTA). Este hallazgo puede explicarse por diversas razones: el
tratamiento crénico con corticoides (cuyo efecto adverso conocido es la HTA), asi
como la propia AR se considera un factor de riesgo cardiovascular independiente
dada la inflamacion sistémica crénica (114).

En concordancia con los datos epidemioldgicos de la AR (115), en nuestro trabajo
también denotamos un marcado componente familiar en pacientes respecto a los
controles remarcando el componente genético de esta enfermedad.

La fibromialgia y la AR comparten sintomas como dolor y fatiga, pero difieren en sus
mecanismos patogénicos. Un estudio de Durmaz y llhanli (116) encontré que los
pacientes con AR tienen una mayor prevalencia de fibromialgia y ademas mayor
actividad de la enfermedad, lo que sugiere que la FM agrava el dolor percibido en la
AR. En nuestro estudio, la prevalencia de fibromialgia fue marcadamente superior en
el grupo de pacientes con AR en comparacion con los controles.

Ademas, es importante destacar que el grupo de pacientes tenia una mediana de
seguimiento de 13 aflos, siendo los pacientes recientemente diagnosticados
pobremente representados en este estudio. En el estudio mencionado previamente
de Mateen y colaboradores, al subclasificar a los pacientes segun la duracién de la
enfermedad, se encontré una diferencia significativa entre los distintos parametros
evaluados, lo que sugiere que el estrés oxidativo aumenta con la progresién de la AR
(112).
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En el marco de este trabajo, se identificaron dos pacientes con alta actividad de la
enfermedad que no estaban recibiendo tratamiento farmacoldgico al momento de su
evaluacion inicial. Ambas presentaban secuelas articulares significativas, 1o que
evidencia el impacto acumulativo de la inflamacion persistente no controlada, siendo
una enfermedad limitante.

Como se ha descrito en la poblacidon de pacientes con AR, el solapamiento mas
frecuente en nuestro grupo fue con LES, seguido por SS (115).

En cuanto a los tratamientos, el grupo de pacientes presentd una gran
heterogeneidad, lo que impidid realizar un analisis por subgrupos basado en esta
variable. Es importante destacar que el metotrexato fue el FAME mas utilizado, siendo
el farmaco de primera linea recomendado (26). Sorprendentemente, un numero
elevado de pacientes recibia leflunomida, en la mayoria de los casos en combinacion
con un biolégico o un sintético. Entre los farmacos bioldgicos, el mas frecuentemente
empleado fue el Adalimumab, esto se explica dado que es uno de los primeros
farmacos biolégicos en incorporarse a las prestaciones del FNR (afio 2010), y
probablemente a la facilidad de administracién (via subcutdnea). (2). Por ultimo, cabe
resaltar que el Rituximab ha perdido protagonismo en el tratamiento de la AR, lo que
se asocia a un menor papel de los linfocitos B en el mantenimiento y progresion de la
enfermedad. En nuestra poblacién, todos los pacientes que recibian rituximab
presentaban solapamiento con LES.

Un 28% de los pacientes se encontraban recibiendo tratamiento con prednisona, de
los cuales la mitad a dosis altas, siendo la totalidad de estos pacientes categorizados
en el grupo de alta actividad. Para los restantes pacientes, en su mayoria se
encontraban en un descenso paulatino de los mismos, estando actualmente con
menos de 5 mg diarios. Esto subraya las dificultades persistentes en el tratamiento de
la AR, a pesar de la disponibilidad de los FAMES que contamos en la actualidad.

Destacamos que, para ambos scores de actividad, el grupo de baja actividad estuvo
pobremente representado. Al haber finalizado la etapa de recolecciéon de muestras,
es un aspecto que no pudo ser equitativamente representado entre los grupos. La
alta prevalencia de pacientes en moderada y alta actividad consideramos se debe a
que los pacientes reclutados son aquellos que mas frecuentemente consultaron en la
policlinica, asociado a un seguimiento mas estrecho de los mismos. Como fue
mencionado anteriormente, el analisis por actividad de la enfermedad representa un
andlisis de subgrupo no planificado previamente, siendo su analisis principal
realizado con el objetivo de generar hipétesis. De realizar ensayos posteriores, dada
la importancia de la variable actividad de la enfermedad, seria importante balancear
los grupos idealmente también con el tratamiento.
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En cuanto a los resultados de los scores de actividad, es importante destacar la
utilidad del CDAI como un buen predictor de la actividad de la enfermedad a pesar de
no contar con un pardmetro paraclinico, permitiendo tomar decisiones
individualizadas en la consulta médica.

Abordando nuevamente el perfil biolégico monocitario, mostramos que la produccién
de ROS por monocitos clasicos y no cladsicos en pacientes con AR se correlaciona
negativamente con los sintomas clinicos y la actividad de la enfermedad.

En humanos, los monocitos se dividen en tres subgrupos segun la expresion en
superficie del receptor de membrana de lipopolisacaridos CD14 y del receptor Fcy de
baja afinidad CD16, que difieren en su capacidad fagocitica, produccién de citocinas y
propiedades migratorias (117, 118). Los monocitos clasicos, el subgrupo mayoritario,
son CD14'CD16. Estos monocitos pueden diferenciarse en osteoclastos bajo
condiciones adecuadas (119). Los monocitos CD16" pueden dividirse en monocitos
intermedios (CD14'CD16") y monocitos no cldsicos (CD14"° CD16"). Estudios previos
han reportado que los monocitos de la sangre periférica de pacientes con AR se
correlacionan positivamente con la actividad de la enfermedad y los niveles de
proteina C reactiva (PCR) (120, 121). Nuestros resultados coinciden con estas
observaciones, ya que encontramos un aumento en los tres subgrupos de monocitos
en pacientes con AR. Ademas, los niveles de monocitos CD14°'CD16" y CD14°CD16" se
correlacionaron con la actividad de la enfermedad, lo que sugiere su implicacion en la
patogénesis de la AR. Es relevante destacar que los niveles de estos subgrupos de
monocitos en pacientes en remision fueron similares a los de los controles sanos. Sin
embargo, aunque los monocitos CD14'CD16" estaban aumentados en los pacientes
con AR, no se correlacionaron con la actividad de la enfermedad. Trabajos previos
han detectado un aumento de monocitos CD14'CD16" en sangre periférica y tejidos
inflamados de pacientes con AR (122-126). Dado que los monocitos CD14'CD16
pueden convertirse en monocitos CD14°CD16" antes de diferenciarse finalmente en
monocitos CD14°CD16" (127), podriamos especular que, en los pacientes estudiados,
los monocitos intermedios se diferencian en monocitos no clasicos. De manera
interesante, la IL-6 en plasma de pacientes con AR aumentd con la actividad de la
enfermedad. Entonces, tanto los subgrupos de monocitos como la IL-6 estan
relacionados con los sintomas de la AR y podrian considerarse indicadores de la
respuesta inmune inflamatoria en estos pacientes.

Los niveles de ROS, superéxido y éxido nitrico estan elevados en el infiltrado sinovial
de pacientes con artritis reumatoide (128, 129). Por lo tanto, se ha propuesto que la
cuantificacion de ROS en sangre periférica podria servir como una medida indirecta
del estado oxidante en los sitios de dafio tisular (130, 131). Sin embargo, el papel de
las ROS en la AR ha sido objeto de debate. Mientras que algunos estudios destacan
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su funcién proinflamatoria y patoldgica, otros evidencian un rol protector que atenua
los signos clinicos y el dafio al cartilago (132). Por ejemplo, se cree que una mayor
proporcidén de macréfagos M1 contribuye a la produccion de ROS en la articulacion,
junto con citoquinas proinflamatorias como IL-13, TNFa e IL-6. Esto activa a los
condrocitos y fibroblastos sinoviales, lo que finalmente conduce a dafio cartilaginoso
e hiperplasia sinovial (133-135).

Profundizando sobre el segundo modelo murino, demostramos que la deficiencia de
NOX2 incrementa los signos clinicos de AR en ratones y la inflamacién, lo que sugiere
que las ROS producidas por fagocitos también pueden desempefiar funciones
antiinflamatorias en la artritis y atenuar la gravedad de la enfermedad. De hecho,
nuestro trabajo indica que niveles bajos de ROS, debido a la deficiencia de NOX2,
incrementan los signos clinicos de AR en ratones. En ausencia de actividad de NOX2,
se observa un mayor nivel de macréfagos M1y niveles sistémicos elevados de IFNy,
TNFa, IL-1B e IL-6 en comparacién con sus compafieros de camada, lo que indica una
respuesta inmune Th1 aumentada. Esto es consistente con estudios previos que
muestran que los ratones deficientes en NOX2 desarrollan una inflamacion articular
severa con dafio irreversible en el cartilago (132, 136, 137).

Respecto a los resultados de la gRT-PCR consideramos que no tienen mucho valor
aplicable por el poco valor representativo de la muestra dado por un tamafio
pequefio, la necesidad de poolear muestras y la regular calidad del contenido de
cDNA.

Las ROS también pueden regular la inflamacion sistémica (138-140). Los mecanismos
que explican el papel protector de las ROS derivadas de NOX2 se basan en su
capacidad para regular la activacion de células T, ya que disminuyen la presentacion
de antigenos por parte de los macrofagos y la activacion de células T autorreactivas
(137, 141-149) en la fase inicial de la enfermedad (143, 145). Ademas, existe evidencia
que indica que los macréfagos M1 estan mas activados en ausencia de ROS (146, 147).

Las ROS reducen los niveles de IL-1B activa al inhibir el clivaje de la pro-IL-13 (140) y
modulan el reclutamiento y funcién de los granulocitos en el tejido inflamatorio,
modificando la actividad de las moléculas de adhesion leucocitaria (150) o las vias de
seflalizacién que inducen mediadores proinflamatorios (151).

A pesar de estas evidencias, los estudios sobre la correlacion de la produccion de
ROS por monocitos o macréfagos con la actividad de la AR son limitados. Los
resultados obtenidos en nuestro trabajo, que indican que las ROS producidas por
diferentes subgrupos de monocitos circulantes en pacientes con AR se correlacionan
negativamente con la gravedad de la enfermedad, sugieren que la medicién de ROS
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podria ser un marcador predictivo del grado de inflamacién en pacientes con AR.
Otros estudios que determinaron ROS en suero concuerdan con esta observacion
(131, 152, 153). Estos resultados se complementaron con niveles elevados de la
enzima antioxidante HO-1, que aumentd con la actividad de la enfermedad en los
subgrupos de monocitos CD14°CD16" y CD14°CD16*. HO-1 es un gen regulado por
Nrf2, crucial en la respuesta antioxidante y antiinflamatoria para proporcionar
citoproteccién (154).

Por dltimo, seria relevante estudiar si los niveles de ROS en los subgrupos de
monocitos estan relacionados con los tratamientos de los pacientes con artritis
reumatoide. Todos los pacientes de nuestra cohorte estaban bajo tratamiento con
FAME. Sin embargo, solo algunos recibian inmunoterapia con anticuerpos
monoclonales o sintéticos dirigidos exclusivamente. Por tanto, el bajo nimero de
pacientes en cada subgrupo, junto con la variabilidad de los tratamientos, dificulta la
obtencién de conclusiones definitivas, resaltando la importancia de evaluar a los
pacientes segun el puntaje de actividad de la enfermedad.

Una observacion destacada fue la disminucién del niumero de plaquetas en la sangre
periférica tanto en ratones como en pacientes con AR, mas evidente en los ratones
deficientes en NOX2 con artritis. En los Ultimos afios, se ha establecido el papel de
las plaquetas en la inflamacién y la inmunomodulacion en enfermedades
autoinmunes, como la AR (155). Las plaquetas pueden unirse a los monocitos,
induciendo cambios en su funcién y en la liberaciéon de citoquinas proinflamatorias
(156). De hecho, la interaccién plaqueta-monocito induce una transicion de los
monocitos cldsicos CD14'CD16" hacia monocitos intermedios CD14'CD16" y favorece
la diferenciacion de los monocitos en macréfagos (158). Sin embargo, las plaquetas
también pueden atenuar las respuestas inmunes inflamatorias al aumentar la
produccion de IL-10 y reducir la liberacion de IL-6 y TNFa por los monocitos (158, 159).
En la AR, el recuento de plaquetas suele aumentar con la progresion de la
enfermedad (159). EI hecho de que hayamos observado el efecto contrario en
pacientes y ratones con AR podria reflejar una trombopoyesis inflamatoria
inespecifica o un consumo excesivo en los sitios inflamatorios (154, 156). Otra
posibilidad que debe explorarse es que las plaquetas estén interactuando con los
monocitos. Por Ultimo, no se puede descartar que los FAME modifiquen el recuento o
la actividad de las plaquetas, como se ha reportado previamente (159)
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Conclusion general

En resumen, en este trabajo utilizamos un modelo de CIA que nos permitié evaluar
diferentes parametros inflamatorios, vincularlos con la poblacién monocitica
sanguinea y macrofdgica articular con un eje transversal en la produccién de
especies reactivas del oxigeno. Profundizamos en estas moléculas complejas,
demostrando un rol no candnico asociado a una mayor severidad de la enfermedad
en un modelo murino deficiente de ROS. Desde el punto de vista clinico, analizamos
los mismos pilares inflamatorios, los vinculamos con la actividad de la enfermedad y
detectamos que el estrés oxidativo de la poblacién monocitica circulante de
pacientes con AR se correlaciona negativamente con la actividad de la enfermedad.
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Anexos

Anexo 1. Criterios clasificatorios EULAR/ACR 2010.

Target population (who should be tested?): patients who
1) have at least one joint with definite clinical synovitis (swelling)*
2) with the synovitis not better explained by another disease®

Classification criteria for RA (score-based algorithm: add score of categories A through D; a
score of > 6 out of 10 is needed for classification of a patient as having definite RA)*

A. Joint involvement§

One large jointll 0
Two to 10 large joints 1
One to three small joints (with or without involvement of large joints) 2
Four to 10 small joints (with or without involvement of large joints) 3
>10 joints (at least one small joint)** 5

B. Serology (at least one test result is needed for classification)™

Negative RF and negative ACPA 0
Low positive RF or low positive ACPA 2
High positive RF or high positive ACPA 3

C. Acute phase reactants (at least one test result is needed for classification)#

Normal CRP and normal ESR 0

Abnormal CRP or normal ESR 1

D. Duration of symptoms8§

< six weeks 0

> six weeks 1

ACPA = anti-citrullinated protein antibody; CRP = C-reactive protein; ESR = erythrocyte sedimentation rate; RA =
rheumatoid arthritis.
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*—The criteria are aimed at classification of newly presenting patients. In addition, patients with erosive
disease typical of RA with a history compatible with prior fulfillment of the 2010 criteria should be classified
as having RA. Patients with long-standing disease, including those whose disease is inactive (with or without
treatment), who, based on retrospectively available data, have previously fulfilled the 2010 criteria should
be classified as having RA.

*—Differential diagnoses differ in patients with different presentations, but may include conditions such as
systemic lupus erythematosus, psoriatic arthritis, and gout. If it is unclear about the relevant differential
diagnoses to consider, an expert rheumatologist should be consulted.

+—Although patients with a score of less than 6 out of 10 are not classifiable as having RA, their status can
be reassessed, and the criteria might be fulfilled cumulatively over time.

8—Joint involvement refers to any swollen or tender joint on examination, which may be confirmed by
imaging evidence of synovitis. Distal interphalangeal joints, first carpometacarpal joints, and first
metatarsophalangeal joints are excluded from assessment. Categories of joint distribution are classified
according to the location and number of involved joints, with placement into the highest category possible
based on the pattern of joint involvement.

ll—“Large joints” refers to shoulders, elbows, hips, knees, and ankles.

1—“Small joints” refers to the metacarpophalangeal joints, proximal interphalangeal joints, second to fifth
metatarsophalangeal joints, thumb interphalangeal joints, and wrists.

**—In this category, at least one of the involved joints must be a small joint; the other joints can include any
combination of large and additional small joints, as well as other joints not specifically listed elsewhere (e.g.,
temporomandibular, acromioclavicular, sternoclavicular).

"—Negative refers to international unit values that are less than or equal to the upper limit of normal for the
laboratory and assay; low positive refers to international unit values that are higher than the upper limit of
normal but three or less times the upper limit of normal for the laboratory and assay; high positive refers to
international unit values that are more than three times the upper limit of normal for the laboratory and
assay. When rheumatoid factor information is only available as positive or negative, a positive result should
be scored as low positive for rheumatoid factor.

#—Normal/abnormal is determined by local laboratory standards.

88—Duration of symptoms refers to patient self-report of the duration of signs or symptoms of synovitis (e.g.,
pain, swelling, tenderness) of joints that are clinically involved at the time of assessment, regardless of
treatment status.

Adapted with permission from Aletaha D, Neogi T, Silman AJ, et al. 2010 rheumatoid arthritis classification
criteria: an American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism collaborative
initiative [published correction appears in Ann Rheum Dis. 2010,69(10):1892]. Ann Rheum Dis .
2010;69(9):1583

Aletaha, D., Neogi, T, Silman, A. J., Funovits, J., Felson, D. T., Bingham, C. O., 3rd,
Birnbaum, N. S., Burmester, G. R, Bykerk, V. P., Cohen, M. D., Combe, B., Costenbader,
K. H., Dougados, M., Emery, P., Ferraccioli, G., Hazes, J. M., Hobbs, K., Huizinga, T. W.,
Kavanaugh, A., Kay, J., ... Hawker, G. (2010). 2010 rheumatoid arthritis classification
criteria: an American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism
collaborative initiative. Annals of the rheumatic diseases, 69(9), 1580-1588.
https://doi.org/10.1136/ard.2010.138461
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Anexo 2. Aprobacion CHEA

Montevideo, 28 de mayo de 2020.-

Se deja constancia que el protocolo experimental N° 1073, titulado: “Estudio de mecanismos
inflamatorios en un modelo experimental de artritis reumatoide”, fue presentado para su
evaluacion ante la Comisién de Etica en el Uso de Animales de la Facultad de Medicina.

Investigador responsable del proyecto: Dra. Teresa Freire

Investigador responsable del protocolo experimental: Dra. Teresa Freire

Lic. Mariela Santos )
Secretaria de la Comision de Etica
en el Uso de Animales

Facultad de Medicina
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Anexo 3. Toma de conocimiento de aprobacion por consejo de
Facultad de Medicina

% i_iiéfﬁé}iiiiii_'
14:00

(Exp. N°® 070153-000566-20) - Tomar conocimiento de gue la Comision de
Etica en el Uso de Animales (CEUA), aprobd el protocolo de experimentacidn
con animales titulado: "Estudio de mecanismos inflamatorios en un modelo
experimental de artritis reumatoide” cuyo investigadora responsable es la Dra.
Teresa Freire.

(TenT)

Anexo 4. Consentimiento Informado
Montevideo.......... de e, de 2020

Por medio del presente documento doy mi consentimiento al equipo investigador
para participar del estudio “Estudio de los macréfagos en la respuesta inmune de la
Artritis Reumatoide.” Proyecto a realizarse por el equipo de la Policlinica de
Enfermedades Autoinmunes Sistémicas del Hospital Maciel durante el periodo 2020.
Siendo responsables del estudio la Asist. Dra. Carolina Diaz y el Br. Pablo Lores.

El objetivo de este estudio es estudiar los factores relacionados a la inflamacién
producida por la Artritis Reumatoide.Para ello se recolectaran datos de la paraclinica
sanguinea, junto con informacion aportada en la entrevista con el equipo tratante.
Siendo puramente observacional y descriptivo, sin intervenir de ninguna forma en
mi tratamiento ni en la indicaciéon de paraclinica pertinente, permitiendo asi una
correcta atenciéon médica. Este estudio requiere una puncién para extraccion de
sangre de una vena del brazo que sera realizada por personal capacitado, puede en
algunos casos generar dolor leve en la zona de puncién o aparicion de hematoma
local. Garantizando de esta forma, que no seré sometido a ningun riesgo ni dafio
fisico mayor, como tampoco cambios en las directivas atencionales indicadas por
el equipo.

Este estudio no implica la recoleccién de datos que puedan ser identificatorios,
manteniendo y garantizando el anonimato.

Entiendo que no existirdn beneficios directos sobre mi persona o a quién represento.
También entiendo que si decido no continuar con el estudio, mis datos seran
eliminados, las consecuencias son ajenas del actuar de mi médico tratante, sin que
ello signifique pérdida de mis derechos a la atencion profesional.
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El equipo investigador me ha proporcionado en forma escrita, he leido o se me ha
leido y he entendido completamente la naturaleza y los propdsitos del estudio y me
ha informado la metodologia, los riesgos y beneficios que del estudio pudieran
desprenderse. Entiendo que no recibiré ninguna compensacion econdémica por
formar parte del estudio. Se me han sido aclaradas las dudas presentadas en forma
personalizada y he comprendido lo que se me ha explicado y contestado. Asimismo
el equipo me ha confirmado que podré contactarme con ellos en el caso de que se
me presenten nuevas dudas durante la investigacion.

Dejo constancia que me encuentro suficientemente asesorado y consiento
voluntariamente en uso de mis derechos de autonomia y en pleno goce de mis
facultades a integrar este estudio, tal como me ha sido propuesto.

Contacto telefénico: Hospital Maciel 2 915 3000 interno 1227 (Clinica Médica 3)
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Anexo 5. Hoja de informacion para el paciente

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmunitaria sistémica (EAS) en la
cual existe una pérdida de la regulacién del sistema inmunitario. La predisposicion
genética y los factores del ambiente son claves para el inicio y desarrollo de la
enfermedad. Clinicamente se caracterizan por afectar multiples érganos en forma
aditiva, sucesiva o simultdnea, requiriendo para su diagndstico y tratamiento una
atencién en equipo.

La AR se define como una poliartritis crénica, erosiva, con compromiso
principalmente de manos y pies, evolucionando en empujes y remisiones, generando
deformidad, y secuelas con discapacidad a largo plazo sin tratamiento. Es la artritis
mas frecuentemente observada hasta en un 1 de cada 100 personas. Es mas
frecuentes en mujeres en edad fértiLEn Uruguay, hasta la fecha, no contamos con
datos a nivel nacional de incidencia y prevalencia, asi como tampoco datos asociados
a mortalidad, morbilidad y costos sanitarios para AR.

Es frecuente y conocida la asociaciéon entre EAS primarias, constituyendo los
sindromes de solapamiento, cuando cumplen criterios clasificatorios propuestos por
los distintos colegios internacionales . Un ejemplo clasico es el Ruphus, constituido
por la asociacion de Lupus Eritematoso Sistémico y AR. Es fundamental un
seguimiento adecuado tanto clinico como analitico y el control de los eventos
adversos del tratamiento. Actualmente existen varios farmacos eficaces para el
tratamiento de estas enfermedades, asi como nuevas terapias bioldgicas.

Esta investigacion tiene por objetivo estudiar de forma mas especifica la inflamacion
generada por la AR. Mediante una entrevista breve y los datos aportados por la
consulta, llenaremos un formulario que nos permita registrar datos como la actividad
de la enfermedad, su evolucion y los tratamientos recibidos. Ademas anotaremos los
datos de la paraclinica solicitada durante los controles en la policlinica.

Este estudio requiere una puncidon para extraccién de sangre de una vena del brazo
que sera realizada por personal capacitado, puede en algunos casos generar dolor
leve en la zona de puncién o aparicion de hematoma local. Como se mencioné en el
consentimiento informado firmado por usted, sus datos se encuentran resguardados
y anonimizados resguardando el derecho de confidencialidad y privacidad del
paciente, disminuyendo los posibles riesgos morales. Agradecemos su participacién
en esta investigaciéon y nos encontramos a su disposicién para cualquier duda o
comentario.

Saluda atentamente. Equipo de la policlinica de Enfermedades Autoinmunes Sistémicas del
Hospital Maciel
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Anexo 6. Formulario de recoleccion de datos

Fecha:

Nombre y Apellido :

N° de registro: Contacto:

Sexo: M / F Edad:

Solapamiento Si-1 |No-0O
LES

SS

SAAF

Otra:

Tiempo de evolucién:

Actividad (seguin corresponda): DAS28 N°

Fecha de diagndstico:

Categoria

Farmacos

Si-1

No -0

Prednisona

Dosis:

Metotrexate

Dosis:

Sulfazalasina

Micofenolato

Hidroxicloroquina

Leflunomida

Otro:

Bioldgicos

Si -1

No-0

Rituximab

Adalimumab

Inflixumab

Etanecept

Tocilizumab

Otro:

CDAI NO...cceererrrrnenenen

Categoria ....cceceeernnenne

Numero de muestra:
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Anexo 7. Aprobacion comité de ética del Hospital Maciel

/

Comité de Etica de la Investigacion del Hospital Maciel

CELHM _
Informe del Evaluacion de protocolos de Ir
Titulo de “Estudio de los m:
lo de la Investigacion st ey
Protocolo de la Investigacion No32
Nombre y Titulo del solicitante Dra. Carolina Diaz, Br. Pablo Lores
Nombre de la Institucion y sede de  Hospital Macicl
Lugar y Fecha de la decision 12/08/2020
Declaracion de la decision tomada
: Aprobado
Solicitud de enmiendas
n con recomendacion
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Anexo 8. Datos clinicos tabulados modelo murino de CIA tabulados

PMI Ajustado | AR No 5.2 5.3 11 No
mm/x 1072 i 0.1026 ns
(mMm/x10%9) | ~rrpp G 47 47 0.41 paramétrico
PMS AR No 34 3.5 0.8
Ajustado No o | 04349 | ns
(mm/x 102g) | CTRL | Si 3.2 3.2 027 |Parametrico
PT Ajustado AR Si 43 4.3 0.60 /
(mm/x 102g) Paramétrico | 0.1128 ns
9 ctrL |si 3.9 3.9 0.33
AR No 10 16 1.9 No
ST Final o 0.0661 .
paramétrico
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Anexo 9. Estrategia de gating para FACS

En este caso trabajamos con tres anticuerpos conjugados a fluoréforos especificos
para marcar células circulantes en sangre de ratones artriticos. Se adjunta cada target
del anticuerpo y el canal en cual es detectado segun la longitud de onda
correspondiente:

Ly6C - FITC
CD11b - PE
IRF5 - APC

Posterior a la compensacion, en primer lugar veremos el control Sin marcacion:

Plot 2: D01 SM w Plot 3: DO1 5M Plot 4: D01 SM Flot 10; D01 5M
~ Gate: [No Gating] 5 OGate: R1 o Gate: (P2 in R1) o Gate: [CD11b + LyEC + in [P2...
5 g EE e
= - = 8
¢§ - 3
PI s EE
Y g 90.5% . - 3 <« 3
= -~} 4 4 a .
< T i FEE 4 & s O %y IRF&+
i & T -~ 0 E 7 o E
B Rl @ A 2 3 o
" % =g ' 3 1 z %
% g1 O 4 [
= o - % o
E 0.0% 3
o oo -
% T T T T - T T T '_3 M T TP TP Frrimr T T “§__||||m| TTIm TTTmT TTTmr II].M_
0 5,000,000 10,000,000 16,777,218 0 2,000,000 4,000 000 7,880,287 wl " R " wi 2
FEC-A FSC-A LyBC-FITC-A IRF&-APC-A

Analizaremos los controles mono-marcas para cada anticuerpo a nivel de definir la
poblacion single positive para cada una, determinando en los ejes correspondientes,
donde colocar la gate de la poblacién positiva.

Ly6C: en este caso la marcacién fue escasa (0.7%). pero por como se ve en las
muestras y el resto de los controles definimos esta gate.

Plot 2 D02 LysC « Plot 3 D02 LySC Plot 4: D02 LySC Plot 10: D02 Ly&C
oy Gate: [No Gating] & Gate: RY o Gate: (P2in R1) oy Gate: {# in [P2in RY))
“}g g E E
a3 1 :
L E g
=T 8 T . 3
- S s & o ]
S rs a v, 27y IRF5+
& T Rl 3 = a7 00%
. L “3 5 AT
eF g o € 3
3 g o T
i 3
3 a @ : 5 H
% T T T a T T T = “L ~Frrome T
[ 5,000,000 10,000,000 16,777.215 0 2,000,000 4,000,000 7.689.287 w8 w wt o wh PP B o -
FSC-A FSC-A LyBC-FITC-A IRF5-APC-A
CD11b: sin problemas.
Flot - D03 CO11B + Plot 3: D03 COMb Plot 4: D03 CO11b Plot 10 D03 CO11D
~ Gate: [No Gating] 5 Gate R = Gate: [P2inRY) ~ Gate: (¥ in (P2 in R1))
"% g %3 %]
A “zé "E;
5 g | I 3 85% £
<% Ls - ‘é*ﬁg IRF5+
@ ad iu R 1 2 3 = f [
w 6 5% g a e
‘-‘ g’ - o f E 3
o &
.
a4 ; : . - ; . ; S e e % b s
o 4,000 000 10,000,000 18,777,218 0 20000004000 000 T.889,28 w8 wi A - Wt W WP w2
FSC-A FSC-A LyBC-FITC-A IRF&-APC-A
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S5C-A
P - T R

o2

IRF5: En este caso nos interesaba marcar la poblacion CD11b" IRF5" por lo que

gateamos especialmente en las CD1lb+ para luego detectar la poblacion
Donde ademas también interesa medir la expresién de dicho marcador en el

IRF5".
ultimo

Gate: (¥ in [P2 in R1))

histograma.
Plot 2: DOS IRFS « Plot3: DOS IRFS Piot 4: DOS IRFS Piot 10: D@5 IRF3 Plot 11: D@5 IRFS
~ Gate: [No Gating] o Gate: R o« Gate: [P2in R1) o Gate: [#in [P2in R1))
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Ahora pasaremos a ver los FMO para cada uno de los anticuerpos, segun esta
ejemplificado en el texto principal.

FMO-Ly6C:
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Gate: [Mo Gating]
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Por ultimo, adjunto como se ve la adquisicion para un raton artritico segun las gates
establecidas previamente.
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