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1.0 RESUMEN

La artritis reumatoide es una enfermedad crénico degenerativa es la mas frecuente
de las enfermedades reumaticas, que se caracteriza por ser un proceso inflamatorio
autoinmune. En nuestro pais es considerada una de las primeras 20 causas de consulta
médica. Existen diferentes tratamientos para tratar la enfermedad, como analgésicos,
antinflamatorios y farmacos que modifican la enfermedad. Sin embargo, estos tratamientos
producen efectos adversos y téxicos en los pacientes, y no logran controlar la respuesta
inmune responsable de la enfermedad. Dado que el IMMP es un octapéptido que en
estudios previos preclinicos y clinicos ha mostrado poseer la capacidad de modular la
respuesta inmune. En el presente estudio se evalu6 el efecto farmacol6gico y toxicolégico
del IMMP sobre la inflamacién y el dafio articular en un modelo experimental de artritis
inducida por colageno tipo Il en ratas Wistar. Los resultados mostraron que las ratas con
artritis que fueron tratadas con 50 ng/kg de IMMP disminuye la inflamacién y dafio articular.
La disminucién de la inflamacién se observé macroscopicamente al disminuir el tamafio de
la almohadilla de las articulaciones caudales de las ratas y al reducir los niveles séricos de
la citocina proinflamatoria IL-1B, e incrementa los niveles de las citocinas antiinflamatorias
IL-4 e IFN-y. El dafio articular se evalué por medio de radiografias y cortes histolégicos con
las tinciones de H & E y Tricromica de Masson; el IMMP disminuye la destruccién de
cartilago y hueso, disminuye la hiperplasia sinovial y evita la reduccion del espacio sinovial.
Al evaluar histolégicamente el efecto del IMMP sobre el Timo y el Bazo se aprecié una
disminucion de los centros de proliferacién en ambos érganos, tampoco produce efectos
toxico en el higado ni en los rifiones en comparacién con un tratamiento como el
Metotrexato. Estos resultados nos sugieren que el IMMP puede ser una buena alternativa

para el tratamiento de la artritis al regular la respuesta inmune.



1.1 ABSTRACT

Rheumatoid arthritis is a chronic degenerative disease is the most frequent of the rheumatic
diseases, which is characterized as an autoimmune inflammatory process. In our country
one of the first 20 causes of medical consultation is described. There are different treatments
to treat the disease, such as analgesics, anti-inflammatories and drugs that modify the
disease. However, these treatments control the adverse and toxic effects in patients, and
fail to control the immune response responsible for the disease. The IMMP is an octapeptide
that in previous preclinical and clinical studies has demonstrated the ability to modulate the
immune response. The present study evaluated the pharmacological and toxicological effect
of IMMP on inflammation and joint damage in experimental model of type Il collagen-induced
arthritis in Wistar rats. The results that affect rats with arthritis who were treated with 50 ng
/ kg of IMMP detect inflammation and joint damage. The decrease in inflammation is reduced
macroscopically by decreasing the pad size of the caudal joints of the rats and by reducing
the serum levels of the pro-inflammatory cytokine IL-1(, and increasing the levels of the anti-
inflammatory cytokines IL-4 and IFN- y. Joint damage was assessed by radiographs and
histological sections with H&E and Trichrome stains of Massén; The IMMP modified the
destruction of cartilage and bone, modified synovial hyperplasia and prevents the reduction
of synovial space. When histologically assessing the effect of the IMMP on the thymus and
the spleen, a decrease in the proliferation centers in both organs was observed, nor were
there effects on the liver or kidneys compared to a treatment such as Methotrexate. These
results indicate that IMMP can be a good alternative for the treatment of arthritis by

regulating the immune response.



1.2 INTRODUCCION

El aparato locomotor permite al ser humano interactuar con el medio que le rodea
mediante el movimiento o locomocion. Este aparato esta formado por las estructuras
encargadas de sostener y originar los movimientos del cuerpo, lo constituyen dos sistemas;
el sistema 0seo el cual es el elemento pasivo, formado por los huesos, los cartilagos, los
ligamentos y las articulaciones; y el sistema muscular, el cual est4d formado por los
masculos, los cuales al contraerse provocan el movimiento del cuerpo. Ademas de estos
dos sistemas, se debe considerar el sistema nervioso, ya que éste es el responsable de la
coordinacién y la estimulacion de los musculos para producir el movimiento (Burgos PR,
2002).

1.2.1 ARTICULACIONES

Las articulaciones son la unién funcional de dos o0 mas huesos; se pueden clasificar
en tres grandes grupos: articulaciones fijas (sinartrosis), articulaciones semimoviles
(cartilaginosas) y articulaciones mdviles (sinoviales). Las sinartrosis son articulaciones que
dan integridad estructural, permiten un minimo movimiento y carecen de espacio articular,
un ejemplo son las suturas craneales. Las articulaciones semiméviles se dan entre cartilago
y hueso, permiten muy poca movilidad, un ejemplo son la unién de las costillas al esternén.
Las articulaciones sinoviales poseen una capsula sinovial, tienen gran movilidad, estan
formadas por osificacion endocondrial, permanecen unidas por densas capas fibrosas
reforzadas por ligamentos y musculos, por ejemplo, el codo. El espacio articular limita con
la membrana sinovial, la cual esta firmemente anclada a la cavidad subyacente. Sus
contornos son lisos excepto cerca de las intersecciones Gseas, donde forman nimeros
pliegues. Esta revestida por varias capas superpuestas (1 a 4 capas) de sinoviocitos que
no llegan a cubrir la superficie del cartilago articular. El revestimiento sinovial carece de
membrana basal y se fusiona con el estroma de tejido conjuntivo laxo subyacente que suele
estar muy vascularizado. La ausencia de esta membrana basal permite el intercambio entre

la sangre y el liquido sinovial se produce rapidamente.

El liguido sinovial es transparente y viscoso, es un filtrado del plasma que contiene
principalmente acido hialurénico; actia como un lubricante y permite la nutricion del
cartilago hialino articular. Este cartilago hialino es un tejido conjuntivo adaptado para
funcionar como un amortiguador elastico y como una superficie resistente, carente de riego

sanguineo y de drenaje linfatico. En el adulto este cartilago hialino tiene un espesor entre


http://es.wikipedia.org/wiki/Ser_humano
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_%C3%B3seo
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_nervioso

2 a 4 mm siendo mas grueso en la zona periférica de la articulacion y esta formado por
coldgeno tipo Il, agua, proteoglucanos, y condrocitos. Las fibras de coldgeno estan
dispuesta a manera de arcos, de tal forma que esta superficie es horizontal permite soportar
la presion y reducir las fricciones. Los condrocitos son los que elaboran y digieren la matriz
del cartilago de manera enzimatica, generando un recambio que esta regulado por los
mismos condrocitos a través de enzimas proteoliticas e inhibidores de éstas (Inoue T, 2019;
Coeran RS, 2000; Knedla A, 2007).

1.2.2 ENFERMEDADES REUMATICAS

El conjunto de enfermedades que afecta a los componentes del aparato locomotor
se les conoce como enfermedades reumaticas. Las enfermedades reumaticas se pueden

clasificar en siete grupos muy diferentes, segln su origen y causa.
Enfermedades metabdlicas 6seas.
Infecciones y tumores.
Reumatismos degenerativos.
Reumatismo por microcristales.
Reumatismos de partes blandas.
Reumatismos no articulares generalizados.
Reumatismos inflamatorios cronicos.

Es en este dltimo grupo es donde se agrupan las principales enfermedades
reumaticas tales como el lupus eritematoso sistémico, espondilitis anquilosante,
esclerodermia, sindrome de Sjogren y la artritis reumatoide. Estas patologias se
caracterizan por presentar una inflamacion de la membrana sinovial y la causa, en algunas

de ellas, es autoinmune; suelen ser muy graves e incluso incapacitantes (Burgos PR, 2002).



1.2.3 ARTRITIS REUMATOIDE
1.2.3.1 EPIDEMIOLOGIA
1.2.3.1.1 Situacién mundial

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria sistémica que afecta
principalmente a las articulaciones sinoviales y a otros 6rganos corazon, pulmones y vasos
sanguineos. La artritis reumatoide es una inflamacién crénica caracterizada por un infiltrado
de macréfagos, células dendriticas, linfocitos y neutrdfilos; los cuales se acumulan en el
tejido sinovial (Cornish AL, 2009).

Esta presente en todos los grupos étnicos del mundo, su prevalencia mundial es
de 0.3 a 1.5%; en algunas tribus nativas de amerindios en los estados unidos se ha
encontrado una prevalencia mayor (3.5 a 5.3%). El intervalo de edad donde ocurre la mayor
frecuencia de esta enfermedad es de 40 a 65 afios, no obstante, ésta se puede presentar
a edades mas tempranas e incluso en la nifiez; afecta de dos a tres veces mas a la
poblacién de mujeres que a los hombres. Produce discapacidad y disminucién de la calidad
de vida. Es la segunda enfermedad reumatica que origina un mayor gasto econémico tras
la artrosis, conlleva el triple costo de atencién médica, doble tasa de hospitalizacion y cuatro
veces mas visitas médicas que otras enfermedades, lo cual resulta en un alto costo para
los sistemas de salud (Sherine EG, 2009; Gabriel SE, 2009; Emery P, 2002).

1.2.3.1.2 Situacién en México

Las enfermedades Reumatoides afectan a aproximadamente 10 millones de
mexicanos, siendo la Artritis Reumatoide y la Osteoartritis las dos mas comunes en nuestro
pais, pues afectan a 1 y 8 millones de personas respectivamente. Un estudio realizado por
Pelaez-Ballestas en el 2011 en 5 regiones de México con una muestra de 19213 individuos,
encontr6 que alrededor del 14% de la poblacion de estudio padecia de alguna enfermedad
reumatica. Dentro de éstas, la AR tuvo una prevalencia de 1.6% dentro de la poblacion de

estudio (Pelaez-Ballestas |, 2011).

Esta enfermedad predomina en el sexo femenino con un promedio de edad a partir
de los 45 afios. Sin embargo, puede aparecer en pacientes jovenes, en México existen
datos registrados de pacientes con inicio de enfermedad a los 12 afios (Rodriguez-Jaillier
JC, 2015)



Esta enfermedad trae una gran carga econdmica para el paciente como para su
familia, en México, la poblacion de mas bajos recursos econdémicos es la que padece artritis

reumatoide (Massardo L, 2012).

Por si esto fuera poco, una persona que padece Artritis Reumatoide tarda un
promedio de 3 afios en acudir al reumatologo, presentando dafios articulares severos entre
otras complicaciones. Esta situacion refleja también la falta de concientizacion y educacion

sobre la enfermedad (Alvarez-Hernandez E, 2012).

La Secretaria de Salud no lleva a cabo ningun programa o iniciativa para el control
de las enfermedades reumaticas. Su accion se limita a garantizar el acceso a su
tratamiento, dado que los medicamentos para la Artritis Reumatoide se encuentran
cubiertos por las principales instituciones de salud (Seguro popular, 2016: IMSS, 2009).
Sin embargo, dentro de estas instituciones, tampoco se observa un programa especifico
para controlar y atender estas enfermedades desde los aspectos educativos y preventivos.
El diagndstico y tratamiento en etapa avanzada se encuentra cubierto tanto a través del
Seguro Popular, como el IMSS y el ISSSTE (Mould-Quevedo J, 2008).

1.2.3.1.3 Comorbilidad

En los pacientes con artritis reumatoide es muy comin que presente otros
padecimientos o que sean susceptibles a otras enfermedades. Las enfermedades
cardiovasculares son mas frecuentes en pacientes con artritis reumatoide porque ambos
padecimientos tienen el mismo mecanismo fisiopatolégico (un proceso inflamatorio
cronico); en los pacientes con artritis reumatoide también se incrementa la predisposicién
a padecer cancer en general, leucemias, linfomas de Hodking e infecciones microbianas,
entre otros (Michaud K, 2007).



2.0 ANTECEDENTES
2.1 ETIOLOGIA

Se desconoce la causa de la artritis reumatoide, hasta el momento se manejan tres

teorias que tratan de explicar el origen de esta enfermedad:
Factores genéticos del huésped
Infeccion microbiana desencadenante
Anormalidades inmunoreguladoras y autoinmunidad

Existen estudios que demuestran una susceptibilidad genética a la artritis
reumatoide, por la presencia de determinados alelos de clase Il del complejo mayor de
histocompatibilidad DR4 (HLA-DR4), los cuales se presentan con mayor frecuencia en
individuos afectados, mientras que en individuos que presentan el complejo HLA-DR1 son
menos propensos a desarrollar la enfermedad. Ademas, se ha demostrado que la gravedad
de la enfermedad se ve incrementada si la persona posee los dos alelos del complejo HLA-
DR4 (homocigoto). A pesar de estos hallazgos existen individuos que carecen de los alelos

para el HLA-DR4 y presentan artritis reumatoide (Pratt AG, 2009).

La segunda teoria apunta a que el origen de la AR es infeccioso, entre alguno de
los agentes infecciosos que se cree pueden ser responsables, figuran los estreptococos,
difteroides, micoplasmas, Clostridium perfringes, rubeola, parvovirus B19, y el virus de
Epstein—Barr, entre otros. Todos estos agentes infecciosos son capaces de inducir
procesos inflamatorios agudos, sin embargo, no se ha podido determinar si son capaces de

producir una inflamacién crénica (Alam J, 2017; Pratt AG, 2009).

El sistema inmune es un sistema de protecciébn que posee el organismo para
protegerse de las infecciones y de otros agentes dafiinos. En general nuestro sistema
inmune es capaz de reconocer tanto la invasion de agentes patdégenos como las sustancias
gue ellos producen, de las sustancias endégenas de nuestro cuerpo. Sin embargo, en el
caso de las enfermedades autoinmunes, como la artritis reumatoide, el sistema inmune
carece de esta regulacién lo cual lleva a una respuesta inflamatoria descontrolada y
exacerbada (Alam J, 2017; Drexler SK, 2008).



La ultima teoria menciona que debido a que las moléculas de clase Il del MHC son
las encargadas de presentar antigenos al receptor de células T (TCR) en los linfocitos
cooperadores CD4+, pareciera ser probable que existiera una respuesta inmune anormal,
ya sea celular o humoral contra un antigeno, extrafio o propio. En esta Ultima posibilidad,
se tienen varios candidatos como el colageno tipo Il, proteoglicanos, proteinas de choque
térmico e inmunoglobulinas. Los cuales son capaces de inducir la produccion de
autoanticuerpos contra la fraccion Fc de las inmunoglobulinas G o el factor reumatoide
(pacientes seropositivos). Sin embargo, este marcador no es exclusivo de la AR, ya que
aparece en presencia de otras enfermedades como sifilis, tuberculosis, endocarditis
bacteriana, etc. (Pratt AG, 2009).

2.1 FACTORES DE RIESGO

Como se menciond previamente, hasta la fecha no se ha podido determinar el
agente etioldgico responsable de originar la enfermedad, solamente contamos con teorias;
sin embargo, se han realizado estudios de los diferentes factores de riesgos que
predisponen a padecer artritis reumatoide. Algunos de los factores de riesgo que se
encontraron fueron: el sexo femenino, un historial positivo de familiares que haya o
padezcan artritis reumatoide, la edad (mayor a 45 afios), la exposicion a silicatos y el fumar.
También se han encontrado factores que disminuyen el riesgo de padecer esta enfermedad;
encontramos entre estos el alto consumo de vitamina D, el consumo de té, el uso de

anticonceptivos orales y el embarazo (Rindfleisch JA, 2005)
2.3 ANATOMIA PATOLOGICA

La principal caracteristica anatomopatoldgica de la artritis reumatoide (AR) es la
proliferacién y la tumoracion (pannus) de la membrana sinovial con erosion del cartilago
articular y el hueso subcondrial. La masa de células sinoviales conocida como pannus
ocasiona la destruccion de estructuras intra y periarticulares, lo cual genera las
deformaciones y la disfuncién de la articulacion que se puede observar en los pacientes
(Alam J, 2017; Scott DL, 2010; Tutuncu Z, 2007; Kndela A, 2007).

La participacion de la respuesta inmune celular y humoral, sobre la membrana
sinovial, es necesaria para el desarrollo de las manifestaciones anatomopatoldgica. El
proceso inicia cuando los linfocitos T son activados por un antigeno o antigenos

desconocidos presentados por alguna de las células presentadoras presentes en los



antigenos, como dendriticas, macréfagos o células B. Esta activacion provoca que los
linfocitos T produzcan y liberen una serie de citocinas proinflamatorias, que, en su conjunto,
promueve la proliferacion sinovial e inflamacién, asi como la destruccién del cartilago y el
hueso. Las principales citocinas proinflamatorias involucradas en la artritis reumatoide son:
IL-1, 2, 6, 8, el factor de necrosis (TNF-a), factor estimulante de granulocitos (GM-CSF) y
el factor beta de transformacion del crecimiento (TGF-B) (Ridgley LA, 2018; Scott DL, 2010;
Pablos-Alvarez JL, 2009; Drexler S, 2008; Miossec P, 2008; lwamoto T, 2008; Brennan F,
2008).

Por otro lado, la respuesta inmune humoral también participa en la artritis
reumatoide; las células B/células plasmaticas son activadas en la cavidad sinovial y
comienzan a liberar IgM (factor reumatoide) que interactda con la fraccién Fc de las 1gG del
paciente, lo cual ocasiona la formacion de inmunocomplejos que activan al complemento
por la via clasica. Como consecuencia de la activaciéon del complemento, aumenta la
permeabilidad vascular y la fagocitosis de los inmunocomplejos por parte de las células
fagociticas (Macrofagos y neutréfilos). Algunos de los complejos antigeno- anticuerpo
formados dentro de la cavidad sinovial, pueden quedar atrapados en el cartilago hialino y
causar dafios en la matriz celular, otros complejos pueden provocar que las células
fagociticas liberen enzimas lisozomales y/o ROS, los cuales dafian la matriz extracelular, el
cartilago y el hueso (Ridgley LA, 2018; Alam J, 2017; Scott DL, 2010; Schett G, 2008;
Knedla A, 2007; Cope AP, 2008; Panayi GS, 2005).

Una vez iniciada la respuesta inmune, las primeras alteraciones observables
incluyen lesiones microvasculares caracterizadas por edema intersticial e infiltracién de
células mononucleares, linfocitos T, leucocitos polimorfonucleares y células plasmaticas,
asi como proliferacion moderada de células sinoviales. Conforme el proceso avanza
aumenta la hiperplasia de las células del recubrimiento articular; al mismo tiempo el liquido
sinovial (hormalmente sin células), comienza a tener células mononucleares inflamatorias
las cuales se pueden agregar en foliculos alrededor de las vénulas poscapilares. El pannus
se torna velloso y altamente vascularizado por arteriolas, capilares y vénulas (Alam J, 2017;
Scott DL, 2010; Van Zonneveld AJ, 2009; Cope AP, 2008).

2.3.1 SISTEMA INMUNE

El conjunto de células y moléculas responsables de proteger al cuerpo de las

enfermedades constituyen el sistema inmunitario, y la reaccién conjunta y coordinada frente

9



a la entrada de sustancias extrafias se le conoce como respuesta inmune. Las primeras
respuestas frente a un microorganismo son generadas por la inmunidad innata, mientras
gue las respuestas posteriores son generadas por la inmunidad adaptativa. La inmunidad
innata (natural o espontanea), constituye la primera linea de defensa frente al ataque de los
agentes patdgenos, responden de manera rapida y del mismo modo frente a los agentes
dafiinos. Los principales elementos que conforman este tipo de inmunidad son: las barreras
fisicas y quimicas (epitelios, mucosas, lagrimas), células fagociticas (neutrofilos vy
macrofagos), proteinas sanguineas (complemento, mediadores de la inflamacién) y las
citocinas (moléculas reguladoras de la inmunidad innata). Por otro lado, la inmunidad
adaptativa es estimulada ante la exposicion de un microorganismo, aumenta conforme se
incrementa el niamero de exposiciones, es altamente especifica y tiene capacidad de
memoria. Los componentes de la inmunidad adaptativa (adquirida) son: los linfocitos (T y
B), células presentadoras de antigenos, células efectoras y los anticuerpos; dependiendo
cual sea el componente que produzca la respuesta inmune adaptativa puede clasificarse

en inmunidad celular o humoral, respectivamente (Abbas AK, 2012).

La inmunidad innata recurre a diferentes receptores para el reconocimiento de las
estructuras que solo estan presentes en los microorganismos, que en general son
indispensables para la supervivencia de dichos microorganismos (acidos nucleicos,
azucares, glucolipidos y proteinas). Después de ser reconocidos, los microorganismos
pueden ser fagocitados por los macréfagos, por los neutréfilos o lisados por el
complemento. Durante la respuesta de la inmunidad innata se liberan diversas moléculas
(citocinas), las cuales son capaces de estimular la inmunidad adaptativa e influir en la sobre
la naturaleza de esta respuesta. La respuesta de la inmunidad adaptativa depende
principalmente de la activacion de los linfocitos a través de las células presentadoras de
antigenos (macrofagos, células dendriticas) y de las células efectoras que eliminan los
antigenos. Tanto los linfocitos B y T expresan receptores especificos que reconocen al

antigeno presentado por los macréfagos o células dendriticas (Abbas A K et al, 2012).

2.3.2 TOLERANCIA INMUNOLOGICA

La tolerancia inmunitaria se define como la falta de respuesta frente a un antigeno
inducida por la exposicidbn previa a ese antigeno. Esta tolerancia es una propiedad

fundamental del sistema inmunitario normal, el fallo de ésta provoca enfermedades por
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hipersensibilidad. Las respuestas inmunitarias patolégicas pueden ser respuestas inmunes
dirigidas contra antigenos propios o respuestas no controladas y excesivas frente antigenos
propios o respuestas no controladas y excesivas contra antigenos extrafios (Satpute SR,
2008).

Las enfermedades del sistema inmune en general se pueden dividir en los

siguientes tipos:

Enfermedades autoinmunes; son causadas por reacciones inmunitarias contra

antigenos propios.

Sindromes de inmunodeficiencia inmunitaria; son originados por defectos

genéticos o0 adquiridos que provocan una disminucién de la respuesta inmune.

Reacciones de hipersensibilidad; se produce una lesion tisular debido a una

respuesta inmune exacerbada.

Dentro de las reacciones de hipersensibilidad encontramos a cuatro diferentes

tipos:

Hipersensibilidad tipo 1 o de tipo anafilactico, puede definirse como una reaccion
inmunoldgica de desarrollo rapido, que ocurre pocos minutos después de la combinacion
de un antigeno y un anticuerpo unido a los mastocitos o0 a basoéfilos en personas
previamente sensibilizadas al antigeno en cuestiéon; un ejemplo de este tipo son las
reacciones alérgicas al polen. Hipersensibilidad tipo Il o hipersensibilidad de tipo citotdxico;
esta se encuentra mediada por anticuerpos dirigidos contra antigenos existentes en la
superficie de las células o en otros componentes de los tejidos; como por ejemplo la anemia
perniciosa. Hipersensibilidad de tipo Ill o mediada por inmunocomplejos; se deben a
complejos antigenos — anticuerpos que lesionan los tejidos a causa de su capacidad para
activar al complemento, por ejemplo, la artritis reumatoide. Hipersensibilidad de tipo IV o
hipersensibilidad tardia, este tipo de reaccién esta mediada por linfocitos T, requiere mas
tiempo para llevarse a cabo, se desencadena una respuesta inmune gque causa lesiones

graves en los tejidos, como es el caso de la esclerosis multiple (Abbas AK, 2012).
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2.3.3 SISTEMA INMUNE Y LA ARTRITIS REUMATOIDE

El sistema inmune es parte importante en la fisiopatologia de la artritis reumatoide,
en donde las diferentes células contribuyen a desarrollar la enfermedad (Ver figura No. 1).
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Figura No.1 Fisiopatologia de la Artritis reumatoide. Tomado de Physiology and Pathology of

Autoimmune Diseases: Role of CD4+ T cells in Rheumatoid Arthritis.
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2.3.3.1 Papel de las células T

En la respuesta inmune de la artritis reumatoide las células presentadoras de
antigenos (APC’s) después de captar el antigeno, lo procesan hasta obtener pequefios
péptidos que son colocados en el complejo mayor de histocompatibilidad HLA-DR4 para
luego ser expuestos en su superficie. Posteriormente las células T CD4+, con ayuda de su
receptor (TCR), reconocen el antigeno extrafio y se activa. Después de ser activados los
linfocitos T aumentan de tamafio y comienzan a expresar en su membrana numerosas
moléculas, tales como, CD69 (activador de macrofagos), TNF-a (activador de macréfagos)
y RANKL (activador de osteoclastos). Ademas de producir cambios en su superficie las
células T activadas comienzan a liberar mediadores citocinas; IL-2, IL-17 (activador de
osteoclastos), IFN-y (Factor estimulante de los macréfagos para liberar interleucinas
proinflamatorias) (Alam J, 2017; Komatsu N, 2015; Cope AP, 2008; Ranjeny T, 2008).

2.3.3.2 Papel de las células B

Los linfocitos B, al igual que las células presentadoras de antigenos (APC's),
pueden procesar y presentar antigenos a los linfocitos T, para que éstos se activen y
produzcan la respuesta inflamatoria. Otra funcion que realizan los linfocitos B activados es
la produccién del factor reumatoide, el cual es responsable de la formacién de los
inmunocomplejos en el espacio sinovial y de la autoperpetuacién de los linfocitos B (Alam
J, 2017; Panayi GS, 2005).

2.3.3.3 Neutrofilos

La neutrofilia y la mielopoyesis son dos caracteristicas de la artritis reumatoide
activa, sin embargo, los neutréfilos no son considerados como células efectoras en esta
enfermedad. Una gran cantidad de estas células se infiltran en el liquido sinovial en la AR,
donde puede liberar una gran cantidad de mediadores inflamatorios, incluyendo el
contenido de sus granulos primarios y secundarios, citoquinas, gquimioguinas, especies
reactivas de oxigeno y proteasas. Las quimiocinas derivadas de los neutréfilos podrian
tener un papel importante en atraer a otras células inmunes al sitio de inflamacion. Los
neutréfilos pueden localizarse en la unién cartilago-pannus y contribuir a la erosion del
cartilago. Un estudio encontr6 un mayor nimero de neutréfilos inmaduros en el médula
Osea de cresta iliaca de pacientes con artritis reumatoide en comparacion con el grupo

control sin artritis reumatoide, ademas estos neutrofilos se asociaron estrechamente con
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trabéculas Gseas, lo cual plantea la posibilidad de un papel en la osteoporosis que esta
asociada con artritis reumatoide. La produccion de TNF por los neutrofilos podria contribuir
a la activacion de las células dendriticas, y la activacion de los macréfagos. Los neutrofilos
también contribuyen a la activacién y maduracion de las células B por medio del BAFF. La
respuesta inmune de las células T suprime a los neutrdfilos a través de la produccion de
peroxido (Alam J, 2017; Cornis AL, 2009).

2.3.3.4 Macrofagos

Los macréfagos son componentes mejor caracterizados de la membrana sinovial
en la artritis reumatoide. Los macréfagos sinoviales producen una serie de mediadores
inflamatorios, incluyendo TNF, IL-1 e IL-6. El grado de la infiltracion macr6fagos sinoviales
se correlaciona con la destruccién y el dolor en las articulaciones. Los macréfagos fagocitan
las células apoptéticas del revestimiento sinovial, lo cual, normalmente resulta en una
respuesta antiinflamatoria al impedir la liberacién de mediadores toxicos de los neutrofilos
sometidos a necrosis. La respuesta proinflamatoria de macréfagos puede ser inducida por
estimulos como el lipopolisacarido, TNF, asi como los neutréfilos apoptéticos infectados.
De hecho, la constante necesidad de fagocitar un gran namero de leucocitos infiltrantes,
podria ser un estimulo continuo para el reclutamiento de macroéfagos en la cavidad sinovial

y la activacién de la artritis reumatoide (Alam J, 2017; Drexler SK, 2008).
2.4 MANIFESTACIONES CLINICAS

2.4.1 Manifestaciones articulares

La forma de inicio de la artritis reumatoide es muy variable, la mayoria de los
pacientes desarrollan dolor articular o rigidez, de manera insidiosa durante varias semanas
a meses. Las primeras zonas donde aparecen los primeros sintomas son una 0 mas
articulaciones de manos, mufiecas, hombros, rodillas o metatarsofalangicas o todas ellas.
Ademads, de la molestia musculoesquelética se puede presentar malestar, fatiga y fiebre.
Conforme progresa la enfermedad aparece tumefaccion articular, hipersensibilidad y una
coloracién roja o azulosa. El patron de dafio es poliarticular y simétrico incluyendo
articulaciones interfalangicas proximales (PIP), metacarpofalangicas, mufiecas, codos,

hombros rodillas tobillos y metatarsofalangicas (Khurana R, 2005)
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Las manos son por lo general la primera zona afecta en la artritis reumatoide, los
signos mas frecuentes en esta zona son la tumefaccion de las articulaciones interfalangicas
proximales y metacarpo falangicas. Todas estas deformaciones ocasionan perdida de la
fuerza y destreza de las manos, asi como de la capacidad de conservar una buena presion.
Ademas de las deformaciones, las erosiones sinoviales de los tendones ocasionan que los
pacientes pierdan la capacidad de extender uno o varios dedos. Las mufiecas siempre
estan afectadas en la artritis reumatoide, muestran una sinovia pastosa, facil de palpar. Se
puede perder cierto grado de movilidad, se comprimen ciertos nervios ocasionando el

sindrome del tanel carpo (Khurana R, 2005).

En aquellas articulaciones donde se soporta el peso es comin que haya un
derrame del liquido sinovial, especialmente en la rodilla, lo cual se puede observar como
un abultamiento en la cara interna de la rodilla. Es comudn que exista un dafio en los tejidos
blandos que rodean la rétula provocando u deterioro en la marcha y la formacién de quistes
popliteos, estos ultimos pueden romperse y generar tromboflebitis. Las articulaciones
metatarso falangicas (pies y de los tobillos) son también afectadas con gran frecuencia, a
menudo la subluxacién de las cabezas metatarsianas hacia las plantas de los pies, provoca
deformaciones de tipo grifo en los dedos de los pies originando un caminar dificil y doloroso
(Bennett CJ, 1996).

A medida que avanza la enfermedad el paciente tiene cada vez mas dolor, rigidez
y deterioro de la funcion articular, lo cual repercute en la calidad de vida (habitos de suefios,
depresién y pérdida de peso) y productividad del paciente. Cerca del 20% de los pacientes
tienen un inicio agudo o subito, otros presentan episodios recurrentes cada 24 y 48 horas.
La evolucion de la enfermedad es muy variada sin embargo la gran mayoria de los
pacientes presentan deformaciones articulares y algin grado de discapacidad. Para valorar
el grado de discapacidad el Colegio Americano de Reumatologia (ACR) sugiere la siguiente
clasificacion dependiendo el nivel que afecta la artritis reumatoide en las actividades diarias
del paciente (Khurana R, 2005).

Clase I: No hay restriccion de la capacidad para llevar a cabo las actividades

normales.

Clase II: Restriccibn moderada, pero con la capacidad para efectuar casi todas las

actividades de la vida diaria.
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Clase lll: Restriccién notable, con incapacidad para realizar la mayor parte de las

actividades de la vida diaria y las ocupaciones.

Clase IV: Incapacidad, con confinamiento a la cama o a una silla de ruedas
(Bennett CJ, 1996).

2.4.2 Manifestaciones extraarticulares

Las articulaciones son los principales sitios de manifestacion de la artritis
reumatoide, sin embargo, dado que esta enfermedad es sistémica puede afectar a
diferentes o6rganos y sistemas diferentes a las articulaciones. Cerca del 40% de los
pacientes pueden presentar afecciones en el pericardio en forma de lesiones fibrosas. Otras
manifestaciones son derrames en el pericardio, taponamiento cardiaco pericarditis
obstructiva. En raras ocasiones se desarrollan nédulos reumaticos en el miocardio, valvulas
cardiacas e incluso puede presentarse vasculitis en las arterias coronarias (Alam J, 2017;
Khurana R, 2005).

Entre un 20 a 25 % de los pacientes con artritis reumatoide presentan alteraciones
en la piel, en forma de nédulos subcutaneos principalmente en estructura periarticulares y
en areas que son sometidas a presion (codos, tendones extensores y flexores de manos y
pies, tendén de Aquiles, etc.), también es posible que los pacientes presenten eritema
palmar, fragilidad de la piel y vasculitis (en ufias, pliegues y en arterias). Los pulmones
pueden ser afectados por la artritis reumatoide, generalmente estas afecciones son
asintomaticas, ocasionalmente pueden ocurrir derrame pleural lo cual se manifiesta como
una dificultad para respirar. También es comun la presencia de nddulos reumatoides los
cuales pueden romperse y producir neumotérax e incluso hay presencia de infiltrados
nodulares (Alam J, 2017; Michaud, WF, 2007; Khurana R, 2005).

Debido al aumento de la proliferacion de las células sinoviales, estas pueden
comprimir los nervios y producir neuropatias periféricas (sindrome de tanel de carpo y del
tarso). La vasculitis reumatoide puede generar una pérdida de la sensibilidad de la mufieca
o el pie. La complicacion ocular mas frecuente es el sindrome de Sjogren, lo cual causa un
dafio en la cornea por la resequedad ocular aunado a la xerostomia, tumefaccién parotidea
0 ambos. También puede ocurrir enrojecimiento ocular con dolor (esclerotis) quizas una de
las complicaciones mas graves de la artritis reumatoide sea el sindrome de Felty. El cual

ademas de presentar AR se manifiesta con esplenomegalia y neutropenia, en ocasiones

16



puede manifestarse con linfopenia, hepatomegalia, anemia, trombocitopenia, fiebre y
pérdida de peso. Esto ocasiona que el paciente sea mas susceptible a las infecciones a

pesar que la médula ésea este con hiperplasia (Alam J, 2017; Bennett CJ, 1996).
2.5 CONCECUENCIAS DE LA ENFERMEDAD

Si bien por algun tiempo se penso que la artritis reumatoide era una enfermedad
benigna, hoy se sabe que produce complicaciones graves e incluso su mortalidad es mas
alta de la esperada. Cerca del 20% de los pacientes con artritis reumatoide mejoran de
manera espontédnea durante el primer afio, sin embargo, en la mayoria de los pacientes
ocurre un avance de la enfermedad a una forma crénica y con deterioro funcional. Los
estudios a largo plazo muestran que los pacientes con AR tienen una probabilidad seis
veces mayor de limitaciones graves en las actividades, restriccion en los dias de actividad
cuatro veces y un indice de incapacidad 10 veces mayor que la poblacién general. Cerca
del 50% de los pacientes tienen que dejar de trabajar después de 10 afios de haberles
detectado la artritis reumatoide. Esto ocasiona que la calidad de vida del paciente
disminuya, ademas los servicios de salud deben de invertir en el tratamiento y terapia de
estos pacientes (Pratt AG, 2009; Tutuncu Z, 2007).

2.6 DIAGNOSTICO

Para realizar un adecuado diagndéstico se deben de seguir los criterios clinicos
establecidos por el American Collage of Rheumatology, el cual refiere que se debe dar un
diagndstico de AR cuando existe al menos 4 de los 7 criterios, ademas de que el paciente

posee lo criterios del 1 al 4 durante al menos 6 semanas:
Criterios del American Collage of Rheumatology
1. Rigidez matinal mayor a 1 hora

2. Artritis en tres 0 mas articulaciones (Tumefaccion articular, en las siguientes

areas: IFP, MCF, mufeca, codo, rodilla, tobillo, MTF
3. Artritis de manos (Tumefaccién articular de mufieca, MCF o IFP)
4. Artritis simétrica

5. Nédulos reumatoides
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6. Factor reumatoide positivo

7. Cambios radioldgicos (erosiones OGseas u osteopenia de mufieca y manos)

(American College of Rheumatology; 2015)

Los andlisis de laboratorios y de gabinete son complementarios para el diagnostico
clinico de la AR. Existen diferentes estudios orientadores del diagndstico, pero ninguno es
de la sensibilidad y especificidad suficiente como para decir que es patognomaonico o de

certeza. Sin embargo, el conjunto de estudios sirve para confirmar el diagnostico.

El factor reumatoide (RF) es una inmunoglobulina por lo general de tipo IgM que
reconoce la fraccién Fc de las Inmunoglobulinas, esta presente en el suero del 75% de los
pacientes, los altos titulos son comiunmente asociados con la severidad de una enfermedad
reumatica. Sin embargo, no es exclusiva de la artritis reumatoide. Los anticuerpos
antinucleares pueden ser usados como un marcador mas de la artritis reumatoide, sin
embargo, no son excluyentes, ya que se encuentran presentes en las enfermedades
inmunoldgicas, aun asi, contribuyen a realizar el diagndstico diferencial. Recientemente los
anticuerpos anti-citrulina estan surgiendo como una buena opcién por su alta especificidad
(90-98%) pueden ser Utiles para detectar las etapas tempranas de la enfermedad, sin

embargo, posee poca sensibilidad entre 50 y 56% (Cardiel MH, 2014).

Ademas de estos examenes que permiten detectar la presencia de anticuerpos
hay otros examenes de laboratorio que permiten detectar si hay un proceso inflamatorio. La
velocidad de sedimentacion (VES) suele estar aumentada por la gran presencia de
inmunoglobulinas en el suero y la proteina C reactiva (PCR) presenta titulos elevados
(Cardiel MH, 2014; Pratt AG, 2009; Barreto G, 2006)

También se cuentan con pruebas que permiten un monitoreo del balance general
de la enfermedad, asi como el posible dafio provocado por los farmacos al higado y al rifién.
En la biometria hematica se puede encontrar anemia normocitica normocrémica, el conteo
de los leucocitos es alto y encontramos una gran cantidad de linfocitos y monocitos; en
algunos casos se puede encontrar eosinofilia. Complementando a estos estudios de
laboratorio también se encuentran estudios de imagenes que permiten determinar el grado
de avance de la lesion en el cartilago y los huesos; entre estos estudios contamos con

radiografias y con resonancia magnética nuclear (Cardiel MH, 2014; Pratt AG, 2009).
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2.7 TRATAMIENTO

Los objetivos de los diferentes tratamientos, farmacoldgicos y no farmacologicos,

son:
Aliviar el dolor.
Disminuir la inflamacion.
Disminuir los efectos secundarios indecibles.
Conservar la fuerza muscular y la funcién articular.
Mantener la calidad de vida del paciente.

Desgraciadamente, este U(ltimo objetivo raramente se consigue, ya que,
actualmente, la AR no tiene tratamiento curativo. Actualmente podemos clasificar al
tratamiento de la AR en dos grandes grupos; en tratamientos no farmacoldgicos y en

tratamientos farmacoldgicos.
2.7.1 Tratamiento no farmacol6gico

El tratamiento adecuado requiere estrecha colaboracion entre el médico familiar,
el reumatélogo, fisioterapeuta y el ortopedista. El paciente y su familia deben tener
conocimiento sobre la AR, y lo mas importante es entender que no tiene cura. Deben ser
informados ademas de las posibles ventajas y efectos secundarios, asi como de la
necesidad de introducir cambios en su estilo de vida y medidas de proteccién articular, con
el fin de mantener una razonable calidad de vida. Disminuyen en lo posible, el grado de
incapacidad fisica y se hacen mas necesarios con el paso de los afos, la terapia fisica, a
medida que se acentla el dafio articular. La finalidad de la terapia fisica es mejorar la fuerza,
resistencia y el arco de movimiento articular, facilitando con ello las actividades cotidianas,
de la vida. Disminuir la restriccion articular con masajes, modificar la postura o la
termoterapia. También se recomienda a los pacientes con artritis reumatoide mantener una
dieta apropiada y controlar la obesidad (Cardiel MH, 2014; Sales C, 2009; Barreto AG,
2006).
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2.7.2 Tratamiento farmacologico

Dentro de los diferentes tratamientos farmacolégicos que existen para la artritis

reumatoide podemos clasificarlos en tres grupos:
2.7.2.1 Analgésicos no esteroides (AINES)

Es el tratamiento basico de primera eleccion, generalmente se usan salicilatos, los
cuales son baratos, se toleran bastante bien y son eficaces para controlar el dolor y la
inflamacién. Las dosis que se utilizan son altas de 20 a 30 mg/ 100 mL. En la mayoria de
los enfermos ello requiere entre 3 a 6 g/dia de aspirina. En el caso de los salicilatos se debe
de llevar un monitoreo de los efectos adversos (sordera, zumbidos e intolerancia
gastrointestinal) Ademas de los salicilatos existen otros AINES que pueden ser usados para
aliviar el dolor, la fiebre y la inflamacién. Los derivados del acido propiénico (ibuprofeno,
cetoprofeno, furbiprofeno, oraprozina), los derivados de los acidos naftalénicos (naproxeno,
nabumetona), acido pirrolalcanoico (tolmetin), acido indolacético (indometacina, sulindac),
acido antranilico halogenado (meclofenamato sédico), piroxicam, diclofenaco diflunisal y
etodolac. (Alam J, 2017; Cardiel MH, 2014)

Reducen los signos y sintomas de la enfermedad, disminuyendo el dolor y
mejorando la movilidad de la articulacion; sin embargo, no modifica el curso de la
enfermedad. Su mecanismo de accidén es a través de la inhibicion de prostaglandinas
proinflamatorias, inhibiendo la ciclooxigenasa del metabolismo del acido araquidénico. No
se deben de emplear como tratamiento Unico, se deben de emplear en conjunto con los
farmacos modificadores de la enfermedad (FARME). Los efectos adversos de estos
farmacos se deben a su propio mecanismo de accion; ya que al inhibir la ciclooxigenasa
afecta mecanismos protectores del corazén y la coagulacion. Esto provoca que los
pacientes que reciben AINES tengan Ulceras gastricas o problemas de coagulacién. A pesar
de contar con diferentes alternativas terapéuticas, se recomienda cambiar de uno a otro
farmaco a fin de reducir los efectos secundarios (hemorragias gastrointestinales, Ulceras,
anemias y deterioro renal) y proporcionar un beneficio maximo a cada paciente (Alam J,
2017; Cardiel MH, 2014; Ranganath VK, 2007; Tutuncu Z, 2007).
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2.7.2.2 Glucocorticoides

Se emplea so6lo en pacientes cuyos beneficios a corto plazo sean mayores que su
riesgo a largo plazo, porque producen una gran cantidad de efectos adversos.
Generalmente se usa al principio de la enfermedad para controlar el dolor o en etapas
tardias de la enfermedad cuando los tratamientos convencionales no surgen efecto. Sin
embargo, produce una gran cantidad de efectos adversos tales como osteoporosis,
gastritis, hemorragias, cataratas, hipertension arterial, entre otras (Alam J, 2017; Cardiel
MH, 2014; Galofre JC, 2009).

2.7.2.3 Farmacos modificadores de la enfermedad (FARME)

El proceso de destruccion del cartilago y del hueso que se produce en la artritis
reumatoide se puede retardar con la administracion de un grupo de farmacos distintos
conocidos como farmacos antirreuméticos modificadores del curso de la enfermedad
(FARME), en el que se incluyen antipaltdicos (cloroquina, hidroxicloroquina), penicilamina,
sulfasalacina, inmunosupresores (azatioprina, ciclofosfamida, metotrexato) y sales de oro.
Los FARME no producen una mejoria inmediata, requieren 4-6 meses de tratamiento para
una respuesta completa. Su uso a largo plazo esta limitado por la toxicidad y la pérdida de
eficacia. Las reacciones adversas con los FARME son frecuentes y pueden amenazar la
vida del paciente; es necesaria una vigilancia cuidadosa para evitar la toxicidad grave
(Cardiel MH, 2014; Tutuncu Z, 2007).

El metotrexato es un antagonista del 4cido félico cuya rapida accion y seguridad,
lo colocan como un farmaco de primera eleccién. Actla a nivel celular (inhibe la funcién de
los neutrdfilos, de los macréfagos y de los linfocitos), sobre las citocinas y sobre diferentes
enzimas, sugiriendo también una accién inmunosupresora. Puede producir intolerancia
digestiva, fiebre, astenia, exacerbacion breve de la sintomatologia articular, o elevacion
transitoria de las enzimas hepaticas. Las sales de oro en estudios in vitro e in vivo muestran
gue estas sales inhiben la capacidad fagocitica de los neutrdéfilos, inactivan parcialmente la
cascada del complemento, bloquean las funciones de los linfocitos T y monocitos,
incluyendo la produccion de citocinas. Sin embargo, sus efectos son menores en
comparacion con otros farmacos (Brown PM, 2016; Cipriani P, 2014; Cardiel MH, 2014;
Ranganath VK, 2007).
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El mecanismo de accién de los antipaltdicos (cloroquinona e hidroxicloroquinona)
se relaciona con la inhibicién de la liberacion de prostaglandinas y enzimas lisosomales,
con la inhibicibn de la proliferacion linfocitica y produccion de inmunoglobulinas,
probablemente via bloqueo de IL-1, y mediante la modificacion del procesamiento del
antigeno por las moléculas HLA-II, alterando el pH lisosomal. La ciclofosfamina se indica
en la AR refractaria. Es un agente alquilante que inhibe la replicacion de ADN, elimina los
linfocitos B e interfiere en sus funciones, produciendo una disminucion en la produccién de
inmunoglobulinas. Los efectos secundarios tales como la neutropenia y cistitis hemorragica
han limitado su uso (Cardiel MH, 2014; Ranganath VK, 2007; Z, Kavanaugh A, 2007).

La azatioprina es un analogo de las purinas que tiene accién inmunorreguladora y
antiinflamatoria. Mediante la inhibicién de la sintesis de &cidos nucléicos, la Azatioprina
bloquea la produccién de células inmunocompetentes, produciendo una linfopenia T y B.
Su accién antiinflamatoria se debe a la inhibicién de la divisién de células precursoras de
monocitos, limitando la infiltracién por éstos en zonas de inflamacion. El efecto secundario
adverso mas importante es la aplasia medular, fundamentalmente de linfocitos y monocitos
(Cardiel MH, 2014; Ranganath VK, 2007; Barreto G, 2006).

2.7.3 NUEVOS TRATAMIENTOS

En el proceso patologico de la artritis reumatoide se ven implicados citocinas,
células, rutas de transduccion de sefiales; cada una de ellas son posibles sitios diana para
desarrollar nuevos farmacos. Entre las nuevas terapias encontramos anticuerpos
monoclonales, receptores solubles que inhiban citocinas, agonistas de receptores y
pequefias moléculas que interfieren directamente en las rutas de sefializacion que producen
las citocinas (Burmester GR, 2017; Stoll JG, 2009).

Entre las nuevas alternativas farmacéuticas encontramos tres nuevos antagonistas
del TNF-a, un anticuerpo monoclonal humanizado adalimumab (ADA); una construccién
peptidica que se une al receptor del TNF- a, el etanercept (ETE) y un anticuerpo quimérico
infliximab (IFX). Otra alternativa terapéutica es el disefio de nuevos farmacos que actien
sobre las células B, tal es el caso del Rituximab, un anticuerpo monoclonal quimérico que
actia sobre la molécula CD20 de los linfocitos B, evitando su activacion (Alam J, 2017;
Maneiro JR, 2017; Burmester GR, 2017; Bingham CO, 2008).
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También se estén trabajando con inhibidores de las citocinas proinflamatorias; las
dos estrategias en esta rama consisten en el disefio de anticuerpos contra las interleucinas
0 contra su receptor, recientemente se ha aprobado un solo bloqueador de la citocina IL-1,
anakinra, el cual es antagonista del receptor de IL-1. En cuanta a la IL-6 se han hecho
grandes avances en cuando al disefio de farmacos que bloqueen esta citocina se ha
disefiado un anticuerpo contra el receptor (tocilizuman), el cual espera la aprobacion de su
comercializacion por la FDA. Varios laboratorios estan desarrollando pequefias moléculas
gue pueden inhibir vias de sefalizacién intracelular, tales como JAK3, SYK JAK2, en este
momento estas moléculas se encuentran en estudios de fase clinica (Alam J, 2017; Maneiro
JR, 2017; Burmester GR, 2017; Stoll JG, 2009; Bingham CO, 2008; Schett G, 2008).

También se ha considerado el empleo de farmacos inmunomoduladores y
antiinflamatorios que permitan regular la respuesta inmune que se desencadena en la
artritis, como es el caso del Tracolimus, el cual actia sobre inhibiendo la calcineurina
disminuyendo su capacidad para iniciar la transcripcion de genes de las citocinas
proinflamatorias, en particular TNF-a, IL-2 e INF-y (Alam J, 2017; Maneiro JR, 2017,
Burmester GR, 2017).

2.7.3.1 Inmunomoduladores

Los inmunomoduladores son sustancias (de origen natural o sintético) capaces de
cambiar la respuesta inmune, con la finalidad de obtener un efecto terapéutico, a través de
mecanismos (directos o indirectos) que involucran a las células efectoras del sistema
inmune. Ejemplos de estos inmunomoduladores son las hormonas y los extractos del timo
(timomodulina), los cuales han demostrado ser capaces de restituir la respuesta inmune
contra virus y bacterias, e incluso son capaces de contribuir a la terapia contra el cancer e
infecciones (Burmester GR, 2017; Lépez PG, 1996).

2.7.3.1.1 Metalo-péptido Inmunomodulador (IMMP)

El IMMP es un complejo molecular zinc-péptido que ha mostrado modificar la
inmunidad. Modifica la activacion de macréfagos, incrementando la proliferacion y
fagocitosis de monocitos y macréfagos de origen humano y de pollo. Incrementa la
proliferaciéon de timocitos y linfocitos T cooperadores. Induce la produccion del factor de

inhibicion de migracion leucocitaria. Induce la maduracion de timocitos CD4+ en ratas recién
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nacidas. En un modelo in vivo de hepatitis autoinmune inducida, en ratas macho Wistar,
con suero porcino el IMMP los niveles séricos de las citocinas proinflamatorias (IL-6, TNF-

a) y mantiene las citocinas anti-inflamatorias (IL-10) y disminuyo la fibrosis.

No se han encontrado en la literatura estudios sobre la toxicidad y bioseguridad;
sin embargo hay estudios realizados por estudiantes de la Facultad de Farmacia en donde
han evaluado la seguridad Badillo A. realizo un estudio toxicolégico empleando ratones
hembras C57BL/6J; los resultados mostraron que en un rango de 50 a 500000 ng/kg de
peso no mostraba efectos letales ni alteraciones en el peso, el higado bazo o rifiones. En
este mismo estudio se evalué la embriotoxicidad y se encontrd que el IMMP es seguro en
dosis menores a 170000 ng/kg de peso (Badillo A, 2005). Osuna L evalud su bioseguridad
en varios parametros bioquimicos y hematoldgicos usando ratas machos Wistar. Sus
resultados no mostraron cambios importantes en dichos parametros (Osuna L 2008); con

estos resultados nos permiten considerar que su uso es seguro.
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3.0 JUSTIFICACION

La artritis reumatoide es una patologia autoinmune y es la mas frecuente de las
enfermedades reumaticas, que se caracteriza por ser un proceso inflamatorio autoinmune
de etiologia desconocida, afecta cerca del 1% de la poblacion mundial de adultos mayores

entre los 45 y 55 afios, afectando principalmente a las mujeres.

En México es considerada una de las primeras 20 causas de consulta médica, al
igual que el resto del mundo la incidencia en México es cercana al 1% pero a diferencia de
éste, en nuestro pais la poblacion en riesgo a padecer artritis reumatoide esta en aumento
(2 millones), ademas la edad donde comienza los primeros sintomas van de los 35 a los 45
afios, lo cual conlleva a una disminucién de la calidad de vida de los pacientes con esta
enfermedad. Esta disminucion se debe a una disminucién de la movilidad de la articulacion

lo cual lleva una pérdida de horas de trabajo y a un aumento en los costos de tratamiento.

Para solucionar este problema existen en el mercado algunos farmacos; algunos
de los cuales son usados para aminorar el dolor producido en las articulaciones afectadas
(analgésicos), otros buscan reducir los efectos de la inflamacién (AINES) o impedir el
avance de la enfermedad (FARME). Sin embargo, muchos de estos tratamientos producen
efectos adversos en los pacientes, tales como Ulceras gastricas, hemorragias, cataratas,

tolerancia y dependencia.

Ante este problema es necesario buscar nuevos tratamientos que sean mas
efectivos para el tratamiento de la artritis reumatoide que eviten el progreso de la
enfermedad y al mismo tiempo sean seguros y con menos efectos adversos que los
tratamientos actuales. Actualmente el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos esta
encaminado al desarrollo de bloqueadores de citocinas proinflamatorias, antagonistas de

citocinas e incluso sustancias inmunomoduladoras para regular la respuesta inmune.

El IMMP es un octapéptido que en estudios previos preclinicos y clinicos ha
mostrado poseer la capacidad de modificar la respuesta inmune tanto celular como
humoral, al promover la proliferacién de linfocitos y al disminuir la produccién de citocinas
proinflamatorias. Dado que este metalo-péptido posee actividad inmunomoduladora nos
hace considerarlo como una alternativa terapéutica para combatir la artritis reumatoide, la

cual es una enfermedad donde el sistema inmune es el responsable de la fisiopatologia.
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4.0 HIPOTESIS
El IMMP disminuird el dafio provocado por un modelo experimental de artritis

5.0 OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto farmacologico del IMMP en un modelo experimental de artritis
5.2 Objetivos Particulares

1. Estandarizar un modelo de induccion de artritis por colageno tipo Il.

2. Evaluar el efecto del IMMP sobre la inflamacién articular en un modelo de artritis por
colageno tipo Il.

3. Comparar el efecto del IMMP con del metotrexato en mismo modelo experimental,
sobre la inflamacién y el dafio articular.
Comparar el efecto farmacolégico del IMMP en base a las vias de administracion.
Evaluar la seguridad del uso del IMMP en un modelo experimental de artritis.
Evaluar la seguridad del tratamiento con IMMP en un modelo experimental de

artritis.
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6.0 METODOLOGIA

Se utilizaron ratas Wistar hembras, con un peso entre 120 y 140 gramos (Harlem
Cgo. México), las cuales se mantuvieron con agua y alimento ad libitun, y con ciclos de luz
de 12x12 horas y a 25°C. El disefio experimental consisti6 en dos partes, una etapa de

induccion de artritis y una etapa de tratamiento (Cope A, 2008).

Induccion de la artritis. Los animales se dividieron en dos grupos, un grupo de
induccion y un grupo sin induccion (control). El grupo sin induccién de artritis solamente
recibié el vehiculo formado por Adjuvante completo (primera aplicacion) o incompleto de
Freund (segunda aplicacion) disuelto en &cido acético; el otro grupo con induccion de artritis
se le administro 200uL de una solucién de el colageno tipo Il (Img/mL) disuelto en el
vehiculo previamente descrito. La administracion se llevé a cabo en dos tiempos, el primero
a tiempo cero y el segundo 7 dias después. Durante todo el proceso de induccién de artritis
y desarrollo del protocolo, se llevé a cabo un monitoreo de la altura de las almohadillas
(Nielasen RH, 2008; Ishikawa T, 2005; Dure FH, 1994).

Etapa de tratamiento. Posteriormente, después de 21 dias del inicio de la induccién
de artritis, aquellas ratas que presentaron una altura de las almohadillas caudales dos veces
mayor al grupo sin induccién, continuaron en el estudio y se subdividieron en los siguientes

grupos de acuerdo al esquema de tratamiento.

Tabla No. 1 Esquema de tratamiento de la evaluacidon de la Curva dosis-respuesta del IMMP

Grupo Subgrupo Esquema de tratamiento
Sin induccion de | Control Solucién Salina IP/3 semanas
artritis

Con induccion de | AR Solucién Salina IP/3 semanas
artritis

AR + 25 IMMP 25 ng/kg tres veces por semana IP/3 semanas

AR + 50 IMMP 50 ng/kg tres veces por semana IP/3 semanas

AR + 100 IMMP | 100 ng/kg tres veces por semana IP/3 semanas

AR + 200 IMMP | 200 ng/kg tres veces por semana IP/3 semanas
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Tabla No. 2 Esquema de tratamiento de la evaluacion del efecto de IMMP sobre la artritis

Grupo Subgrupo Esquema de tratamiento
Sin induccion de | Control Solucion Salina tres veces por semana IP/3 semanas
artritis

IMMP 50 ng/kg tres veces por semana IP/3 semanas
Con induccion de | AR Solucion Salina tres veces por semana IP/3 semanas
artritis

AR + IMMP 50 ng/kg tres veces por semana IP/3 semanas

Tabla No. 3 Evaluacién del efecto farmacolégico del IMMP vs Metotrexato

Grupo Subgrupo Esquema de tratamiento
Sin induccion de | Control Solucion Salina tres veces por semana IP/3 semanas
artritis

IMMP 50 ng/kg tres veces por semana IP/3 semanas

MTX 1 mg/kg tres veces por semana VO/3 semanas
Con induccion de | AR Solucion Salina tres veces por semana IP/3 semanas
artritis

AR + IMMP 50 ng/kg tres veces por semana IP/3 semanas

AR+ MTX 1 mg/kg tres veces por semana VO/3 semanas

AR, Artritis; IMMP: metalo péptido inmunomodulador; IP: intraperitoneal; MTX: metotrexato; VO:
via oral.

6.1 Cuantificacién de la inflamacién

En este estudio se opt6 usar el método de vernier, ya que es un proceso sencillo,
no invasivo, y rapido para medir el grado de inflamacion de las articulaciones, aunque
algunos autores lo consideran semicuantitativo debido a la posibilidad de la variacion en el

sitio de lectura. Para minimizar este riesgo se marco con tinta indeleble el sitio de lectura.
6.2 Cuantificacion del dafio articular

Para evaluar el dafio articular realizamos un analisis macroscopico y uno
microscopico. El andlisis macroscopico se realiz6 mediante radiografias de la zona
afectada y fotografias de la zona que sirvieron para hacer comparaciones; el analisis

microscopico ser realizd6 mediante cortes y tinciones histoldgicas de la zona afectada. Las
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radiografias y fotografias de las extremidades se tomaron después del sacrificio de los
animales (Wunder A et al 2005).

En el analisis macroscopico y radiografico se realizé tomando fotografias de las
articulaciones afectadas, asi como radiografias simples de cada una de las extremidades
caudales de las ratas con artritis. En el andlisis microscopico consisti6 en un estudio
histol6gico tanto de las articulaciones como de 6rganos linfoides (timo y bazo) y no linfoides
(higado y rifiones). Cada articulacion caudal se congeld a -70 °C por 2 dias, posteriormente
se cortaron en el plano sagital y se descalcificaron por 3 dias en una solucién al 5% de
acido clorhidrico y 5 % de acido férmico. Después del proceso de descalcificacion, se fijaron
en una solucion de PBS con formaldehido al 4% a pH 7 de 24 a 48 horas; después las
piezas fueron deshidratadas e incluidas en parafina. Posteriormente se obtuvieron cortes
de 2 micras y se hicieron las siguientes tinciones, tincién de hematoxilina y eosina y Tincién

Tricromica de Massoén (Ishikawa T, 2005).
6.3 Evaluacion de efectos sistémicos.

Los drganos linfoides y no linfoides no se sometieron al proceso de
descalcificacion, después de ser obtenidos fueron fijados en la solucibn de PBS vy
formaldehido al 4%, deshidratados e incluidos como se describié previamente.
Posteriormente se hicieron cortes de 2 micras de las articulaciones, el timo, bazo, higado y

los riflones y se les realiz6 la tincion de hematoxilina y eosina (Ishikawa T, 2005).
6.4 Cuantificacion de citocinas séricas.

Después de evaluar la inflamacién y el dafio articular en las inflamaciones, se
decidi6é cuantificar, por el método de ELISA, en el suero alguna de las diferentes citocinas
y quimiocinas que se encuentran involucradas en el proceso fisiopatolégicas de la artritis,
con la finalidad de tener nociones sobre el mecanismo de accién del IMMP sobre la
respuesta inmune presente en la artritis. Las citocinas y quimiocinas que se decidieron
evaluar fueron: IFN-y, IL-1B, IL-4, MCP-1.

6.5 Implementacion del modelo
Una vez que decidimos utilizar el modelo de Colageno tipo Il en ratas, el cual,

segun reportes de la literatura reproduce los aspectos que nos interesa estudiar en este
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proyecto, procedimos a la administracion del colageno, como se indic6 en la metodologia,

para producir la artritis en los animales.

Aumento de las almohadillas. Como se puede observar en la figura 3, la
administracion del colageno tipo Il produjo, a las dos semanas después de la inoculacién
del coldgeno, un aumento del tamafio de las almohadillas de las patas caudales; el cual
continud incrementando una semana mas, cuando alcanzé un tamafio de casi una y media
vez, el tamafo de la almohadilla de los animales control, en el 80 % de los animales. El
restante 20 % no presentd cambios significativos en el volumen de la almohadilla. Para
estandarizar el modelo se consider6é un animal con artritis, a aquel que presentd un

incremento en el volumen de las almohadillas del 100 %, con respecto al grupo control.
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Figura No. 2 Caracterizacion del modelo de artritis inducido por colageno bovino tipo II.
Comparacion de la altura de las almohadillas caudales entre el grupo control y el grupo con artritis.
Cada punto representa el promedio de tres experimentos con un n=6. * p < 0.05, con respecto al
grupo control.

Protocolo de tratamiento:

Se utilizé el metalo-péptido constituido por el péptido (sintetizado por New England
Peptid (Mi, USA) y Zn, elaborado mediante el proceso descrito por Reyes Esparza y col
(PCT/MX 2011/000117). La pureza del péptido fue del 98% y se corroboré por HPLC y
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cromatografia de fluorescencia. El colageno bovino, el &cido acético y los adyuvantes
completos e incompletos de Freund fue obtenido con la distribuidora SIGMA-ALDRICH. El
metotrexato utilizado fue obtenido de una presentacién comercial.

Control Artritis

Figura No. 3 Caracterizacion del modelo de artritis inducido por colageno bovino tipo Il. A:
Comparacion macroscépica, B: radiografica, y C: Histoldgica por H&E del dafio articular entre el
grupo control y el grupo con artritis (ES: espacio sinovial; De: degradacién; H: hueso; Ca: cartilago;
In: infiltrado; Ms: membrana sinovial).

Daiio articular. A la sexta semana de la primera administracion del agente inductor,
se sacrificd a los animales y se tomaron tanto fotografias como radiografias de las
articulaciones sinoviales. De las extremidades. La figura 3A muestra los cambios
macroscopicos en las articulaciones caudales presentes en las ratas con artritis, tales como
incremento del volumen de la almohadilla plantar y deformacion de dedo. En la figura 3B
las radiografias de los animales control se observan los espacios articulares, asi como los
bordes articulares bien definidos, mientras que, en las imagenes de los animales con artritis,
se observa la presencia de incremento en los tejidos blando, que los espacios articulares

estan disminuidos, y que los bordes articulares estan irregulares.

Como se puede observar en la figura 3C, el grupo con artritis presenta disminucién
del espacio sinovial, infiltrado de células inflamatorias, asi como degradacion 6sea y del

cartilago. Una vez que observamos y analizamos los cambios macro y microscopicos en
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las articulaciones, concluimos que, como era de esperarse, la administracion del colageno
bovino de tipo Il, produjo en las ratas una artritis caracterizada por: aumento en el volumen
de las almohadillas plantares, debido a la presencia de edema, reduccién en los espacios
articulares, erosion de la superficie articular, presencia de un infiltrado.

Por lo anterior, consideramos que el modelo esta implementado y procedimos a la siguiente
fase.

Figura No. 4 Caracterizacion del modelo de artritis inducido por colageno bovino tipo II.
Comparacion histoldgica por Hematoxilina y Eosina del Timo, Bazo, Rifién e Higado entre el grupo
control y el grupo con Artritis (Co: corteza; Me: Médula; Tr: Travécula; PB: Pulpa blanca; PR: Pulpa
roja; Ac: arteria central; Gl: glomérulo; TCp: Tubulo contorneado proximal; CB: conducto biliar; Hep:
Hepatocitos, VH: vena hepatica).

La evaluacion histologica del timo mostrada en la figura 4, muestra que las ratas
con artritis, poseen un incremento de los pro-linfocitos en la corteza, con respecto al grupo
control. En el bazo de las ratas artriticas se encontraron uniones entre los nédulos y
cambios significativos en la distribucion de las células en la pulpa blanca y la pulpa roja.
Estos datos muestran que durante el proceso de la artritis, hay cambios de la distribucion

y activacion de las poblaciones de linfocitos responsables del proceso patolégico.

Al realizar la histologia de higado y rifidn figura 4, no se encontr6 que la induccién
de la artritis por colageno tipo Il ocasionara efectos téxicos ni en el higado ni en los rifiones.
Lo cual también nos dice que el modelo solamente afecta a las articulaciones sinoviales.
Los resultados nos muestran que bajo nuestras condiciones es posible inducir el modelo de
artritis por colageno tipo Il bovina en ratas Wistar hembras, el dafio provocado por el modelo

esta localizado en las articulaciones.
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7.0 RESULTADOS

7.1 Efecto de diferentes dosis del IMMP sobre la inflamacion y el dafio

articular en ratas artriticas.

Una vez caracterizado el modelo de artritis, decidimos realizar una curva dosis -
respuesta del IMMP vs inflamacién, para encontrar una dosis 6ptima para evaluar el efecto
del IMMP en el modelo de artritis. Para tal efecto probamos 4 dosis del IMMP: 25, 50, 100

y 200 ng/kg, administrado segun el esquema del tratamiento descrito en la tabla No.1.

Artritis AR+ IMMP AR + IMMP AR + IMMP
(25ng/kg) (50ng/kg) (100 ng/kg)

Figura No. 5 Evaluacién macroscépica (A) y radiografica (B) del efecto de diferentes dosis del
IMMP sobre la inflamacién y el dafio articular en ratas artriticas (AR, artritis; IMMP. Metalo-
péptido inmunomodulador; De, degradacidn; ES, espacio sinovial).
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El efecto del IMMP sobre la inflamacién y el dafio articular en ratas artriticas se
muestra en la figura No. 5. Como se muestra en la figura No. 5A, en las ratas artriticas que
recibieron el tratamiento con IMMP a una dosis de 25 ng/Kg, no se observé una disminucion
en la inflamacion de las almohadillas caudales, con respecto al control de artritis. Sin
embargo, en las ratas que recibieron el tratamiento con IMMP a las dosis de 50 y 100 ng/Kg
si se observo una disminucién en la inflamacion de las almohadillas caudales. Dado que el
grupo tratado con la concentracion mas alta de IMMP (200 ng/Kg) mostr6 el mismo efecto

gue las concentraciones de 50 y 100 ng/Kg, no fue incluido en la figura.

Por otro lado, cuando analizamos el efecto del IMMP, a las diferentes dosis, sobre
el dafo articular (figura 5B), observamos que, de igual manera, a las concentraciones de
50y 100 ng/Kg, la integridad de los huesos articulares se ve mas conservada, ya que tanto
los bordes de dichos huesos, como el espacio sinovial se observan mas definidos con
respecto al grupo control de artritis. En la concentracion de 25 ng/Kg de IMMP, no se
observaron diferencias significativas en la integridad de los huesos sinoviales ni espacio

sinovial, con respecto al grupo control de artritis.

Los resultados anteriores nos sugieren que el tratamiento con IMMP a dosis =50

ng/Kg reduce la inflamacion y el dafio articular en ratas artriticas.

Los resultados del andlisis macroscépico y radiografico sugirieron que el IMMP
disminuia la inflamacién y el dafio articular en ratas artriticas. Sin embargo, para corroborar
estos resultados, decidimos realizar la medicién de la altura de las almohadillas plantares
caudales de las ratas artriticas tratadas con IMMP y compararlas con nuestro grupo control
de artritis, para determinar de forma cuantitativa el posible efecto del IMMP sobre la

inflamacion.
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Figura No.6 Curva dosis respuesta del efecto del IMMP sobre la inflamacién de las articulaciones
caudales de ratas artriticas. Cada punto representa el promedio de tres experimentos con un n=6.
* p < 0.05, con respecto al grupo control (IMMP, Metalo-péptido inmunomodulador).

Los resultados de la altura de las almohadillas plantares caudales de ratas
artriticas tratadas con IMMP se muestran en la figura No. 6. La altura de la almohadilla
plantar de las ratas artriticas tuvieron un incremento de 4.2 mm con respecto al grupo
control sano. Este resultado nos muestra que debido a la induccién de artritis, hubo un
incremento de las almohadillas debido probablemente a la presencia de edema, el cual es
caracteristico de la fisiopatologia de la artritis. Por otro lado, observamos que la altura de
las almohadillas plantares disminuyé 70% en las ratas artriticas tratadas con 50, 100 y 200
ng/Kg, respectivamente (p<0.05) comparado con el grupo control de artritis. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre el grupo tratado con
IMMP a 25 ng/Kg comparado con el grupo control de artritis. En resumen, los resultados
mostrados anteriormente nos sugieren que el IMMP tiene un efecto antiinflamatorio dado
gue se observd una disminucién en la altura de las almohadillas plantares caudales y en el
analisis macroscopico y radioldégico se observé que habia una reduccion en el tamafio de
las almohadillas y una mejor integridad del hueso y espacio sinovial en las ratas tratadas
con dosis 250 ng/Kg.

Debido a que entre grupos de una poblacion que reciben un tratamiento puede

existir variacion biolégica y por estos resultados decidimos realizar un analisis mas
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exhaustivo de los diferentes grados de respuesta a las dosis del IMMP, los cuales se

resumen en la siguiente tabla:

% reduccion Dosis de IMMP
de

25ng/kg  50ng/kg 100 ng/kg  200ng/kg

inflamacion
“ 0 40 40 40
0 13 20 40
“ 0 36 40 20
“ 40 10 0 0
“ 60 0 0 0
- % De animales

Tabla No. 4 Diferentes grados de reduccién de la inflamacién en respuesta a cuatro diferentes
dosis del IMMP

El analisis nos mostr6 que la proporcion (40%) de ratas que tuvieron una reduccion
del 100 % de la inflamacion, fue igual en las tres dosis mayores (50, 100 y 200 ng/kg), sin
embargo, se observa que el 40 % de los animales presenta una reduccion del 75% a la
dosis mayor (200 ng/kg), mientras que solo el 20 y 13 % de los animales presentas esta
reduccion a las dosis de 100 y 50 ng/kg, respectivamente. Dado que no existe diferencia en
la proporcion de animales que presentaron una reduccion del 100% en la inflamacion,
decidimos usar la dosis de mas baja donde encontramos el efecto farmacolégico, 50 ng/kg

para todos los experimentos siguientes.

7.2 Evaluacién del efecto del IMMP (50ng/kg) sobre la inflamacién y dafio

articular en el modelo de artritis.

La siguiente fase consisti6é en evaluar la actividad farmacolégica del IMMP en el

modelo de artritis implementado, segun las condiciones descritas previamente.
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| Artritis

Figura No. 7 Evaluacidon del efecto del IMMP sobre el daiio articular en un modelo de artritis. A:
Evaluacién macroscépica. B: Evaluacion radiografica. C Evaluacién histolégica (De: Degradacion;
ES: Espacio sinovial; Ca: cartilago; H: hueso; IMMP: Metalo péptido-Inmunomodulador).

El efecto del IMMP sobre la inflamacion y el dafio articular en ratas artriticas se
muestra en la figura No. 7, como se puede ver en la evaluacion macroscopica (figura 7A),
el tratamiento con IMMP reduce el tamafio de las almohadillas caudales; y en la evaluacion
radiogréfica (figura 7B), mantiene la estructura de los bordes de los huesos de la articulacion
y el espacio sinovial con respecto al grupo de ratas artriticas que no recibieron el
tratamiento, lo cual se habia observado en los experimentos previamente y nos sugirié que
el IMMP disminuye la inflamacion y el dafio articular. Para determinar el efecto del IMMP
sobre la histologia de la articulacion, se realizé una evaluacion histopatoldgica con la tincién
de H&E (figura 7C). Los resultados de esta evaluacion, nos muestran que las ratas que
recibieron el tratamiento con IMMP, presentan menor infiltrado celular en el espacio sinovial,
disminucion de la hiperplasia de la membrana sinovial y conservacion de la estructura del

cartilago y el hueso, con respecto al grupo de ratas artriticas que no recibi6 el tratamiento.

El tratamiento con IMMP, a las ratas con artritis, produjo, como se observa en la
figura 7A una disminucion del didmetro de las almohadillas plantares, lo que podemos
interpretar como una menor inflamacién, que el grupo de animales sin tratamiento.
Asimismo, las ratas con artritis, que recibieron el tratamiento con IMMP presentaron un
menor didmetro de las almohadillas plantares, es decir, menor inflamacién, que el grupo de
animales no tratado. En la figura 7B se observa, que los animales tratados, presentan
bordes articulares continuos y lisos, lo que indica menor degradacion del hueso que el grupo
no tratado. Al analizar los cortes histopatolégicos de las articulaciones afectadas por la

artritis, en los animales tratados con IMMP se observa un menor infiltrado celular en el
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espacio sinovial, el cartilago sinovial se encuentra conservado y degradacion 6sea es
menor; con respecto al grupo de ratas sin tratamiento. En su conjunto los resultados

muestran que el tratamiento con IMMP detiene el dafio articular.

12

10

Altura de la almohadilla (mm)
(0]

Control AR AR+ IMMP

Figura No. 8 Efecto del IMMP sobre la altura de las almohadillas caudales en ratas con artritis.
Cada valor representa el promedio de tres experimentos con un n=6. *, p< 0.05 hay diferencia
respecto al grupo control; $ p< 0.05 hay diferencia respecto al grupo con artritis p < 0.05, con
respecto al grupo con artritis.

Para determinar el efecto antiinflamatorio del IMMP se cuantificd la altura de las
almohadillas plantares caudales de las ratas artriticas. El efecto del tratamiento con IMMP
sobre la altura de las almohadillas se observa en la figura 8, ahi se aprecia que las ratas
del grupo con artritis que no recibieron tratamiento presentan el doble de altura de la
almohadilla plantar con respecto al grupo de ratas sanas, por otro lado, las ratas artriticas
gue recibieron el tratamiento con el IMMP presentan una disminucion del 75% de la altura
de la almohadilla respecto al grupo de ratas artriticas sin tratamiento. Con estos resultados
se demuestra que el IMMP es capaz de disminuir la inflamacién en las articulaciones
sinoviales.

Después de conocer los efectos del tratamiento con IMMP sobre la articulacién y
dado que el IMMP es un metalo péptido inmunomodulador, decidimos evaluar el efecto del

IMMP en dos 6rganos linfoides, el timo y el bazo (figura No.9).
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Figura No.9 Comparacion histolégica por Hematoxilina y Eosina del Timo y Bazo, entre el grupo
con Artritis y el grupo con Artritis y tratado con IMMP (Co: corteza; Me: Médula; Tr: Travécula; PB,
Pulpa blanca; PR, Pulpa roja; Ac, arteria central).

La evaluacion del efecto del IMMP sobre el timo y el bazo se realiz6 con tinciones
por H&E, los resultados muestran que el tratamiento con IMMP incrementa la medula del
timo e incrementa la pulpa blanca y los nédulos de proliferacion en el bazo, lo cual nos
sugiere que el IMMP es capaz de modificar la distribucion de las poblaciones de los
linfocitos en el timo y el bazo. Probablemente el IMMP pueda estimular la generacién de
una poblacién reguladora o reducir la poblacion de linfocitos Th17, responsable de la
patologia de la artritis, dichas hipétesis se deben de corroborar por inmunohistoquimica.

Todos estos resultados nos demuestran que el IMMP es capaz de disminuir la
inflamacién y el dafio articular; por lo cual nos planteamos la siguiente pregunta ¢Qué tan
eficaz es el efecto del IMMP, comparado con un farmaco empleado en el tratamiento de la
artritis? Con la finalidad de tener un parametro de referencia y dado que el metotrexato es
el farmaco de referencia en los estudios de nuevos farmacos contra la artritis reumatoide,
decidimos realizarla comparacion entre el efecto del IMMP y este farmaco en el modelo de
artritis utilizado. Para ello comparamos el efecto sobre la inflamacion y el dafio articular con

la metodologia descrita.

7.3 Comparacion del efecto del IMMP y el MTX sobre la inflamacién y el dafio

articular

La comparacion del efecto del IMMP vs el MTX a nivel macroscopico y radiografico
se puede observar en la figura 10. En primer lugar, los resultados de la comparacién del

efecto del IMMP y el MTX a nivel macroscépico, (figura 10A) nos indican que tanto el IMMP
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como el MTX disminuyen la inflamacion en las articulaciones caudales con respecto al
grupo de ratas artriticas sin tratamiento.

Artritis Artritis + Metotrexato Artritis + IMMP

Figura No. 10 Efecto del IMMP en las almohadillas de las ratas con artritis. A Evaluacién
macroscoépica y B radiografica. IMMP, Metalo-péptido inmunomodulador. El grupo con artritis y
tratado con IMMP presento menor inflamacidén que el grupo con artritis.

Para evaluar el dafio articular, se realizaron radiografias de las extremidades. En
la figura 10B se pueden observar las radiografias de las extremidades caudales. En ellas
se aprecia que el grupo con artritis y sin tratamiento presenta mayor degradacion de hueso,
el espacio sinovial se ve reducido y los bordes de los huesos de la articulacion estan
degradados. EIl grupo con artritis y Metotrexato presenta menor dafio articular con respecto
al grupo de artritis sin tratamiento. El grupo con artritis que recibio el IMMP, presenta menos
dafo ya que en la radiografia, se observa menor degradacion, el espacio sinovial esta mas

conservado y los bordes de las articulaciones se conservan.
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Figura No. 11 Comparacion del efecto del IMMP y el MTX en las almohadillas en las ratas con
artritis después de tres semanas de tratamiento. IMMP, Metalo-péptido inmunomodulador; MTX,
metotrexato; AR, artritis reumatoide. *: p< 0.05 hay diferencia respecto al grupo control; $ p< 0.05
hay diferencia respecto al grupo con artritis.

Los resultados anteriores nos muestran de manera cualitativa el efecto del IMMP
y del MTX sobre la inflamacion; por lo que decidimos realizar una comparacion cuantitativa
del efecto antiinflamatorio del IMMP y el MTX; midiendo la altura de las almohadillas de las
ratas que recibieron estos tratamientos. Nuestros resultados, figura No.11, muestran que
las ratas artriticas que recibieron el IMMP disminuyen la inflamacion en un 70% y aquellas
gue recibieron el MTX disminuyen la inflamacién en un 90% con respecto al grupo con

artritis.

Los resultados anteriores nos indican que la actividad antiinflamatoria del IMMP es
menor que la del MTX, por lo que decidimos realizar un analisis de los diferentes grados de
disminuciéon de la inflamacion de cada una de las ratas artriticas que recibieron el

tratamiento con IMMP o con MTX.

% de reduccion IMMP MTX
de inflamacién (50ng/kg) (1 mg/kg)

100 40 80
75 13 0
50 36 20
25 10

0 0

% de animales

Tabla No. 5 Diferentes grados de reduccion de la inflamacion en respuesta al IMMP y al
Metotrexato (IMMP: metalo-péptido inmunomodulador, MTX: metotrexato).
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Los resultados del andlisis de los diferentes grados de reduccion de la inflamacion
de las ratas artriticas que fueron tratadas con el IMMP o el MTX se presenta en la tabla No.
5, estos resultados nos muestran que tanto el IMMP como el MTX disminuyen la inflamacién
en diferentes proporciones. Este analisis arrojo que el 80% de las ratas tratadas con MTX
no tienen inflamacion y el 20% restante presentan una reduccién de la inflamacién del 50%.
Con respecto a las ratas tratadas con IMMP se observo que existe mayor variacion biologica
ya que el 40% de las ratas tratadas con IMMP no tienen inflamacion, otro 13% disminuyo
la inflamacién en un 75% y el 36% de las ratas que recibieron este tratamiento redujeron

en un 50% la inflamacion.

Estos resultados nos indican que el IMMP presenta mayor variacion biolégica y
menor actividad antiinflamatoria que el MTX. Dado estos resultados, queriamos comparar
el efecto del IMMP y el MTX sobre el dafio articular; para lo cual decidimos realizar una

evaluacion histoldgica empleando las tinciones con H & E y Tricromica de Masson.

La comparacion del efecto del IMMP y del MTX sobre el dafio articular fue evaluado
por medio de las tinciones histolégicas con H&E y Tricrémica de Masson. Los resultados
del efecto del IMMP y el MTX sobre el dafio articular, evaluados por la tincién de H&E (figura
11A) muestran menor infiltrado celular en el espacio sinovial, conservacion del cartilago y
el hueso, asi como disminucién de la hiperplasia sinovial; mientras que las ratas tratadas
con MTX presentan infiltrado celular en el espacio sinovial, degradacién de hueso e
hiperplasia sinovial. Por otra parte, la comparacién del efecto del IMMP y el MTX sobre la
degradacién de la matriz ésea se realizé por medio de la tinciéon de Tricromica de Masson
(figura 11B). Nuestros resultados muestran que las ratas tratadas con IMMP presentan
menos degradacion de la matriz 6sea; por el contrario, las ratas artriticas que recibieron el
MTX persiste la degradacion de hueso, en comparacion con el grupo de ratas artriticas sin

tratamiento.

Decidimos realizar una comparaciéon cuantitativa del efecto del IMMP y el MTX
sobre el dafio articular, empleando para ello los cortes histolégicos tefiidos con H&E vy
Tricromica de Masson, tomando en consideracion los siguientes cuatro parametros; erosion

del hueso, erosioén del cartilago, disminucion del espacio articular e hiperplasia sinovial.
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Artritis Artritis + MTX Artritis + IMMP

Figura No. 12 Comparacién del efecto farmacolégico del IMMP y el MTX en las almohadillas
caudales en las ratas con artritis. Evaluacidn histolégica por H & E (A) y por Tricromia de Masén
(B) del daiio articular. C: Cartilago. H: Hueso; ES: Espacio Sinovial, MS: Membrana sinovial.

Hallazgo histologico Artritis IMMP MTX
(50ng/kg) (1 mg/kg)
Erosion del hueso 4+ + +
Erosion de cartilago +H + +
Disminucion del espacio +H - +
articular
Hiperplasia +H+ + t

Tabla No. 6 Comparacién del IMMP y el MTX sobre el dafio articular en las almohadillas caudales
de las ratas con artritis.

Los resultados de este analisis se presentan en la tabla No.6 éstos muestran que
las ratas tratadas con IMMP disminuyen el dafio articular, dado que reduce la erosion del
hueso y cartilago, hay menor disminucion del espacio sinovial e hiperplasia de la membrana
sinovial, con respecto al grupo de ratas que no recibié tratamiento. El MTX también
disminuy6 el dafio articular en comparacién con el grupo de ratas sin tratamiento; sin
embargo, el efecto fue mucho menor en comparacion con el grupo tratado con IMMP; ya
que el MTX solamente disminuyo dos de los cuatro parametros que evaluamos para el dafio

articular (la erosion del cartilago y la disminucion del espacio sinovial).

43



Todos estos resultados nos permiten decir que el IMMP es mas eficaz para reducir
el dafio articular que el MTX y también nos hizo preguntarnos ¢Como el IMMP modula la

respuesta inmune para disminuir el dafio articular? Para resolver esta pregunta decidimos

comparar el efecto del IMMP y el MTX sobre el timo y el bazo.

Artritis + MTX Artritis + IMMP

Figura No. 13 Comparacion del efecto del IMMP y el Metotrexato sobre timo (A) y el bazo (B),
respectivamente, de ratas artriticas. Evaluacion histolégica por H & E (Co: corteza; Me: Médula;
Tr: Travécula; PB: Pulpa blanca; PR: Pulpa roja; AE: arteria esplénica).

Nuestros resultados, figura 13A, muestran el efecto del IMMP y el MTX sobre el
timo por medio de cortes histologicos tefiidos con H&E. Tanto las ratas tratadas con IMMP
como con MTX mostraron un incremento de las células de la médula del timo, con respecto
al grupo con artritis, lo cual nos indica que hay un incremento en el nimero de células en
proliferacion. También evaluamos el efecto del IMMP y del MTX en el bazo (figura 13B), las
ratas que recibieron el tratamiento con MTX presentan menos nddulos de proliferacion que
las ratas sin tratamiento, dicho efecto se debe al efecto inmunosupresor del MTX sobre los
linfocitos en el bazo. Por otro lado, aquellas ratas que fueron tratadas con IMMP presentan
un incremento en la pulpa blanca y un aumento del tamafio de los ndédulos secundarios.
Estos resultados nos sugieren que el efecto del IMMP pudiera darse a través de la

modificacion de las poblaciones de linfocitos.

Dado que encontramos que el IMMP puede maodificar la poblacién de linfocitos
pensamos que quizas esos cambios se deban a cambios en el perfil de citocinas y
guimiocinas, asi que decidimos evaluar el efecto del IMMP y el MTX sobre los niveles

séricos de IL-183, INF-y, IL-4 y una quimiocina MCP-1.
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En la figura No.14 mostramos el efecto del IMMP y el MTX sobre los niveles séricos
de IL-1B3, INF-y, IL-4. Las ratas tratadas con IMMP presentan disminucion de los niveles
séricos de IL-1P con respecto al grupo de ratas sin tratamiento; en el proceso patolégico de
la artritis la IL-1B es producida principalmente por los macréfagos y es la encargada de la
expresion de factores quimioatrayentes en las células endoteliales las cuales permitiran la
migracion de células al espacio sinovial, también estimula a los sinoviocitos y condrocitos
para que ellos secreten metaloproteasas las cuales degradan el cartilago ademas la IL-13
permite la activacion de osteoclastos (Kay J, 2004), nuestros resultados nos sugieren que
el proceso inflamatorio es menor cuando administramos el IMMP, asi como el reclutamiento
de células inflamatorias en la articulacién y menor degradacién del cartilago, cuando se
disminuyen las MMPs (Noh E et al 2009) y hueso lo cual se puede observar en el andlisis
histol6gico de las articulaciones. Las ratas que recibieron el MTX presentan tendencia a
disminuir los niveles séricos de esta citocina, esto explicaria el efecto antiinflamatorio que

observamos en los resultados previos.
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Figura No. 14 Efecto del tratamiento con IMMP y MTX sobre los niveles séricos de IL-1, IL-4 e IFN-
Y en ratas artriticas. (IMMP, Metalo-péptido inmunomodulador; MTX, metotrexato; AR, artritis
reumatoide. *, p< 0.05 hay diferencia respecto al grupo control; $ p< 0.05 hay diferencia respecto
al grupo con artritis).

Nuestros resultados también muestran que el tratamiento con IMMP incrementa
los niveles séricos de IL-4 con respecto al grupo con artritis; la IL-4 es considera una citocina
antiinflamatoria porque inhibe la sintesis de IL-1B, TNF-a e IL-6, la activaciéon de los
linfocitos Th1l7 y la angiogénesis presentes en la artritis(Wallis S K et al 2011), estos
resultados sugieren una disminucién del proceso inflamatorio y del dafio articular como se

puede observar en los resultados previos y las histologias. Por otro lado, el tratamiento con
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MTX disminuye los niveles de IL-4 con respecto al grupo de ratas artriticas, al disminuir esta
citocina, el proceso de angiogénesis continua y por lo tanto el infiltrado celular presente en

las histologias de las ratas que recibieron este tratamiento.

También se determinaron los niveles séricos de INF-y, observando que el grupo
de ratas artriticas tratadas con IMMP presenta la tendencia a incrementar los niveles de
esta citocina con respecto al grupo con artritis; reportes previos indican que un incremento
en los niveles séricos de IL-4 e INF-y disminuye la respuesta Th17 implicada en la patologia
de la artritis (Wallis S K et al 2011), nuestros resultados sugieren que el IMMP disminuye la
poblacién Thl7 y en consecuente la inflamacién y el dafio articular. El grupo de ratas
tratadas con el MTX mantiene niveles séricos de esta citocina, lo cual nos sugiere que la

respuesta Th17 continda asi como el dafio articular.
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Figura No. 15 Niveles séricos de la quimiocina MCP-1 en ratas artriticas tratadas con IMMP y MTX.
(IMMP, Metalo-péptido inmunomodulador; MTX, metotrexato; AR, artritis reumatoide. *, p< 0.05
hay diferencia respecto al grupo control; $ p< 0.05 hay diferencia respecto al grupo con artritis).
Cuando determinamos los niveles séricos de MCP-1 encontramos una disminucién
de los niveles séricos de quimiocinas MCP-1, esta quimiocina es producida por monocitos,
células endoteliales vasculares, células epiteliales y células osteoclasticas, cuya funcién es
atraer monocitos, es inducida por IL-1B y TNF-a, pero es inhibida su expresion por INF-y
(Robin BH et al 1992; Williams S R et al 1992) nuestros hallazgos explicaria la disminucion
del infiltrado de monocitos encontrados en el espacio sinovial de las articulaciones, asi
como una disminuciéon del dafio articular por una menor activacion de los osteoclastos.
Dado que el IMMP disminuy6 los niveles séricos del MCP-1, nos sugiere una disminucion

de Metaloproteasas y por consecuente menor degradacién del cartilago; como lo
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encontrado en estudios previos realizados por Evans L et al 2011 y Nanjundaiah S M et al
2012.

= = n
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Artritis + MTX Artritis + IMMP

Figura No.16 Comparacion del efecto del IMMP y el Metotrexato sobre el higado en ratas
artriticas. Evaluacion histolégica por H & E. (IMMP Metalo-péptido inmunomodulador; CB,
conducto biliar; Hep; Hepatocitos, VH, vena hepatica).

Después de determinar los efectos del IMMP y el MTX sobre la inflamacion, el
dafio articular y las citocinas; decidimos evaluar si estos tratamientos tienen efectos toxicos

en los rifiones y el higado.

Los resultados de la evaluacion histologicas por H& E de los higados tratados con
IMMP y MTX se presentan en la figura No. 16. Observamos que el MTX provoco
hepatotoxicidad en las ratas artriticas que recibieron este tratamiento, sin embargo, las
ratas que recibieron el IMMP no mostraron hepatotoxicidad. Por otro lado, también se
evaluo si el IMMP y el MTX eran capaces de producir efectos nefrotoxicos; se encontré que
ni el IMMP ni el MTX sin capaces de provocar dafio en los rifiones (histologias no
mostradas). Estos resultados nos indican que el tratamiento con hepatotdxico, a diferencia

del tratamiento con MTX, el cual provocé hepatotoxicidad.
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8.0 DISCUSION

8.1 Efecto de diferentes dosis del IMMP sobre la inflamacion y el dafio

articular en ratas artriticas.

Se realizé una curva dosis respuesta del efecto del IMMP sobre la inflamacién de
las articulaciones de las ratas, empleando las dosis de 0, 25, 50, 100 y 200 ng/kg; decidimos
usar estas dosis ya que en un estudio previo realizado por Osuna-Martinez et al 2011,
emplearon dosis similares para evaluar el efecto inmumodulador de un Octapeptido en un
modelo de fibrosis y dafio hepatico de origen inmunolégico. Los resultados de esta curva
nos sugieren que el tratamiento con IMMP a dosis =250 ng/Kg reduce la inflamacion en un

modelo de artritis inducida por colageno tipo |l

Para evaluar el efecto del IMMP sobre el dafio articular se tomaron radiografias de
las extremidades de las ratas que recibieron las diferentes dosis del IMMP y se compar6
con las ratas control que no desarrollaron artritis, Los resultados muestran que las ratas
gue recibieron dosis >50 ng/kg presentaron menor dafio, ya que conservaron el espacio

sinovial y hay menor erosion de hueso y cartilago.

Los resultados del analisis macroscépico del tamafio de la almohadilla y
radiografico sugirieron que el IMMP disminuye la inflamacién y el dafio articular en ratas
artriticas inducidas por colageno tipo Il; dado que no existe diferencia significa en estos dos
pardmetros cuando se administraron 50, 100 y 200 ng/kg, se decidi6é usar la dosis mas baja
donde encontramos el efecto farmacoldgico, 50 ng/kg para todos los experimentos

siguientes.

8.2 Evaluacién del efecto del IMMP (50ng/kg) sobre la inflamacién y dafio

articular en el modelo de artritis.

Después de que se determiné la dosis de 50 ng/kg para los experimentos, se
evaluo el efecto del IMMP sobre la inflamacion empleando una evaluacion macroscépica
de las articulaciones y midiendo el tamafio de las mismas. Los resultados mostraron que el
IMMP disminuye el tamafio de la articulacién con respecto al grupo de artritis reumatoide
gue no recibié tratamiento, lo cual sugiere que disminuye la inflamacién. Para determinar si
el IMMP detenia el dafio articular se hizo una evaluacién nivel radiografico e histolégico

empleando la tincion de H &E.
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Las radiografias de los animales tratados con 50ng/kg, presentan bordes
articulares continuos y lisos, lo que indica menor degradacion del hueso que el grupo no
tratado. Al analizar los cortes histopatoldgicos de las articulaciones afectadas por la artritis,
en los animales tratados con IMMP se observa un menor infiltrado celular en el espacio
sinovial, el cartilago sinovial se encuentra conservado y la degradacion 6sea es menor; con
respecto al grupo de ratas sin tratamiento. En su general los resultados muestran que el

tratamiento con IMMP detiene el dafio articular.

Dado que observamos cambios histopatolégica en la articulacién sinovial de las
ratas que recibieron el IMMP, esto nos sugiere que el IMMP produce cambios en las células
inmunes involucradas en el dafio articular. Por eso se decidié evaluar el efecto del IMMP
en dos o6rganos linfoides el timo, 6rgano linfoide primario y el bazo, érgano linfoide

secundario.

La evaluacion del efecto del IMMP sobre el timo y el bazo se hizo con la tincion de
H&E. Se observé que el tratamiento con IMMP incrementa la medula del timo e incrementa
la pulpa blanca y los n6dulos de proliferaciéon en el bazo, lo cual nos sugiere que el IMMP
es capaz de modificar la distribucion de las poblaciones de los linfocitos en el timo y el bazo.
Probablemente el IMMP pueda estimular la generacion de una poblacion reguladora de
linfocitos T o reducir la poblacién de linfocitos Th17, la cual es responsable de la patologia

de la artritis de acuerdo a los estudios hechos por Roeleveld DM, en 2015.

Los resultados nos muestran que aplicando 50 ng/kg del IMMP disminuye la
inflamacién y detiene el dafio articular, probablemente modificando la respuesta inmune
Para conocer que tan eficaz es el IMMP se decidié hacer una evaluacion comparativa ente
el IMMP y el Metrotexato (MTX), se usé este medicamento porque es el mas empleado para

probar nuevos tratamientos contra la artritis reumatoide.

8.3 Comparacion del efecto del IMMP y el MTX sobre la inflamacién y el dafio

articular

Los resultados de la comparacion del efecto del IMMP y el MTX a nivel
macroscopico al cuantificar el tamafio de las articulaciones nos indican que tanto el IMMP
como el MTX disminuyen la inflamacién en las articulaciones caudales con respecto al

grupo de ratas artriticas sin tratamiento; el IMMP disminuyen la inflamacién en un 70% vy
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mientras que el MTX disminuyen la inflamacién en un 90% con respecto al grupo con

artritis.

Los resultados anteriores nos indican que la actividad antiinflamatoria del IMMP es
menor que la del MTX, por lo que decidimos realizar un andlisis de los diferentes grados de
disminucion de la inflamacion de cada una de las ratas artriticas que recibieron el

tratamiento con IMMP o con MTX.

Para hacer la comparacion del efecto del IMMP y del MTX sobre el dafio articular
se usaron las tinciones histoldgicas con H&E y Tricromica de Masson. La tincién de H&E
de las ratas tratadas con IMMP muestra menor infiltrado celular en el espacio sinovial,
conservacion del cartilago y el hueso, asi como disminucién de la hiperplasia sinovial;
mientras que las ratas tratadas con MTX siguieron presentando infiltrado celular en el

espacio sinovial, degradacion de hueso e hiperplasia sinovial.

La tincion de Tricromica de Masson nos permite evaluar el grado de dafio articular
sobre el colageno y la matriz ésea. Los resultados muestran que las ratas tratadas con
IMMP presentan menos degradacion de la matriz 6sea y conservacion del cartilago; por el
contrario, las ratas artriticas que recibieron el MTX persiste la degradacion de hueso, en

comparacion con el grupo de ratas artriticas sin tratamiento.

Estos resultados nos indican que el IMMP es mas eficaz para reducir el dafio

articular que el MTX.

En los resultado previos se observé que el IMMP puede modificar las poblaciones
de linfocitos tanto en el timo como en el bazo, cuando se compararon los cortes histoldgicos
tenidos con H & E se encontrd que tanto las ratas artriticas tratadas con el IMMP como el
MTX incrementan las poblaciones de linfocitos en el timo; pero al analizar los cortes
histologicos de los bazos, se encontramos que el nimero de nddulos de proliferacion en el
bazo de la ratas artriticas tratadas con MTX es menor en comparacion con las ratas

artriticas tratadas con el IMMP.

Estos resultados nos sugieren que el tratamiento con el MTX presenta un efecto
inmunosupresor sobre los linfocitos en el bazo. Por otro lado aquellas ratas que fueron

tratadas con IMMP presentan un incremento en la pulpa blanca y un aumento del tamafio
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de los nddulos secundarios. Estos resultados nos sugieren que el efecto del IMMP pudiera

darse a través de la modificacion de las poblaciones de linfocitos.

Dado que encontramos que el IMMP puede modificar la poblacion de linfocitos se
sugiere que los cambios en la poblacion de linfocitos se debe a cambios en el perfil de
citocinas y quimiocinas, para lo cual se decidio evaluar el efecto del IMMP y el MTX sobre

los niveles séricos de IL-1pB, INF-y, IL-4 y una quimiocina MCP-1.

Las ratas tratadas con IMMP presentan disminucion de los niveles séricos de IL-
1B con respecto al grupo de ratas artriticas sin tratamiento; como se ha reportado en el
proceso patolégico de la artritis la IL-13 es producida principalmente por los macréfagos y
es la encargada de la expresién de factores quimioatrayentes en las células endoteliales
las cuales permitiran la migracién de células al espacio sinovial, también estimula a los
sinoviocitos y condrocitos para que ellos secreten metaloproteasas las cuales degradan el
cartilago, ademas la IL-1p permite la activacion de osteoclastos (Kay J, 2004) encargados
de la degradacion del hueso, Nuestros resultados nos sugieren que el proceso inflamatorio
es menor cuando administramos el IMMP, asi como el reclutamiento de células
inflamatorias en la articulacion y menor degradacién del cartilago y hueso cuando se
disminuyen las MMPs (Noh E, 2009). Mientras que las ratas que recibieron el MTX
presentan tendencia a disminuir los niveles séricos de esta citocina, esto explicaria el efecto

antiinflamatorio que observamos en los resultados previos de ambos grupos de animales.

La determinacion de los niveles séricos de MCP-1 nos mostro una disminucion de
los niveles séricos de quimiocinas MCP-1, esta quimiocina es producida por monocitos,
células endoteliales vasculares, células epiteliales y células osteoclasticas, cuya funcion es
atraer monocitos, es inducida por IL-1B y TNF-a, pero es inhibida su expresion por INF-y
(Robin BH et al 1992; Williams S R et al 1992) nuestros resultados explicaria la disminucion
del reclutamiento e infiltrado de monocitos encontrados en el espacio sinovial de las
articulaciones, asi como una disminucién del dafio articular por una menor activacion de los

osteoclastos.

Dado que el IMMP disminuyé los niveles séricos del MCP-1, nos sugiere una
disminucion de Metaloproteasas y por consecuente menor degradacion del cartilago; como
lo encontrado en estudios previos realizados por Evans L et al 2011 y Nanjundaiah S M et
al 2012. Estos resultados nos indican que el MTX disminuye la inflamacién debido a un

efecto supresor de las células linfoides en el bazo, pero no es eficaz en detener el dafo
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articular; por otro lado, el IMMP es mas eficaz en detener la inflamacion y el dafio articular
ya que regulan la respuesta inmune sin suprimirla al disminuir tanto la citocinas inflamatorias
como la quimicocina MCP1 que es encargada del reclutamiento de los monocitos y la

activacion de los osteoclastos y sus MMPs.

Nuestros resultados también muestran que el tratamiento con IMMP incrementa
los niveles séricos de IL-4 con respecto al grupo con artritis; la IL-4 es considera una citocina
antiinflamatoria porque inhibe la sintesis de IL-1B, TNF-a e IL-6, la activacién de los

linfocitos Th17 y la angiogénesis presentes en la artritis (Wallis SK, 2011).

Estos resultados sugieren una disminucién del proceso inflamatorio y del dafio
articular como se puede observar en los resultados previos y las histologias. Por otro lado
el tratamiento con MTX disminuye los niveles de IL-4 con respecto al grupo de ratas
artriticas, al disminuir esta citocina, el proceso de angiogénesis continua y por lo tanto el

infiltrado celular presente en las histologias de las ratas que recibieron este tratamiento.

También se determinaron los niveles séricos de INF-y, observando que el grupo
de ratas artriticas tratadas con IMMP presenta la tendencia a incrementar los niveles de
esta citocina con respecto al grupo con artritis; reportes previos indican que un incremento
en los niveles séricos de IL-4 e INF-y disminuye la respuesta Th17 implicada en la patologia
de la artritis (Wallis S K et al 2011), nuestros resultados sugieren que el IMMP disminuye la
poblacion Thl7 y en consecuente la inflamacién y el dafio articular. ElI grupo de ratas
tratadas con el MTX mantiene niveles séricos de esta citocina, lo cual nos sugiere que la

respuesta Th17 continda, asi como el dafio articular.
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9.0 CONCLUSIONES

9.1 Conclusion general

El tratamiento con IMMP a ratas con artritis, disminuye la inflamacion y dafio

articular de manera dosis dependiente.
9.2 Conclusiones Particulares

El tratamiento con IMMP a ratas con artritis, disminuye los niveles séricos de la
citocina proinflamatoria IL-13, e incrementa los niveles de las citocinas antiinflamatorias IL-
4 e IFN-y, asimismo, reduce los niveles séricos de la quimiocina MCP-1, quimioatrayente

de monocitos, en un modelo de artritis.
No se observaron efectos téxicos producidos por la administracién del IMMP.

La respuesta al tratamiento no es uniforme en todo el grupo de animales tratados, las dosis
mayores de 50 ng/kg elimina el 100 % de la inflamacion en aproximadamente el 40 % de

los animales.

Los efectos producidos por el IMMP y el metotrexato son diferentes; el IMMP
disminuye la destruccién de cartilago y hueso, disminuye la hiperplasia sinovial, y evita la
reduccién del espacio sinovial, todos ellos en mejor proporcién que el MTX, por lo contrario,

el metotrexato disminuye la inflamaciéon en mayor proporcion que el IMMP.

El IMMP maodifica la histologia del timo y del bazo, pero pareciera no ser que los
cambios sean nocivos; mientras que el MTX provoco produce una disminucién de los
linfocitos del bazo (reduccién de la pulpa blanca) y es téxico para el higado, produciendo

necrosis y esteatosis.

El tratamiento con IMMP modifica los niveles de algunas citocinas séricas:

disminuye la IL-1B, e incrementa IL-4 e INF-y.

El tratamiento con IMMP disminuye los niveles séricos de la quimiocina MCP-1.
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10.0 PERSPECTIVAS

Realizar la evaluacién sérica de la IL17 en el suero de las ratas artriticas

Realizar Inmunohistoquimicas en el tejido articular para determinarla poblacion de

Th17 involucrada en la artritis reumatoide

Realizar Inmunohistoquimicas en el tejido articular para determinarla poblacion de

linfocitos Treg con el marcador de FOXP3

Realizar Inmunohistoquimicas en el tejido linfoide secundario para determinarla

poblacién de Th17 involucrada en la artritis reumatoide

Realizar Inmunohistoquimicas en el tejido linfoide secundario para determinarla

poblacién de linfocitos Treg con el marcador de FOXP3

Determinar la produccion de MMP3 en las articulaciones de las ratas con artritis

reumatoide

Comparar los niveles de IL17 entre las ratas artriticas y las ratas artriticas tratadas
con IMMP

Comparar las poblaciones de Th1l7 y Treg en la articulacién sinovial de las ratas

artriticas y las ratas artriticas tratadas con IMMP

Comparar las poblaciones de Thl7 y Treg en el tejido linfoide secundario de las

ratas artriticas y las ratas artriticas tratadas con IMMP

Comparar los niveles de MMP3 en las ratas artriticas y las ratas artriticas tratadas
con IMMP
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