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RESUMEN

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune sistémica crénica
que se caracteriza por presentar hipertrofia de la membrana sinovial,
formando un tejido de granulaciéon llamado pannus, el que invade y destruye
hueso y cartilago. Uno de los eventos que facilitan la perpetuacion de la
enfermedad es la formacién de nuevos capilares que permiten la llegada de
mas células inflamatorias al sitio y la posterior hipertrofia de la membrana

sinovial.

El presente trabajo estudia, en el curso de la enfermedad, el proceso de
angiogénesis a nivel de la membrana sinovial y su relacién con cambios
histopatolégicos indicadores de severidad del dafio articular considerando
tanto infiltracién leucocitaria y fibrosis a nivel de membrana sinovial, como
apoptosis y destruccion histolégica a nivel del cartilago. Para esto, se us6é un
modelo murino de artritis reumatoide inducida con colageno tipo II (CIA). Se
sacrificaron 6 ratones de la cepa DBA1/lac] (H2Y), a los 14, 28, 42, 56 y 70

dias post induccion (d.p.i) de CIA. En cada fecha se sacrificaron 3 controles.

La sintomatologia clinica comenzo a observarse a partir de los 28 d.p.i.
con un indice artritico promedio de 1,00+0,81 correspondiente a eritema
articular. El cuadro avanzo hacia los 70 d.p.i. con un indice artritico promedio

de 3,83%+0,40 correspondiente a edema y deformacién maxima, con anquilosis.

LLa morfometria computarizada permitié en este estudio demostrar que,
en relacion a los controles, la induccion de CIA, produce aumento
significativo (p<0.05) del area vascular efectiva en la membrana sinovial a los
42 d.p.i. que se correlaciona con aumento también significativo (p<<0.05) en la

acumulacion de células inflamatorias, fibrosis y destruccion del cartilago. El



area vascular efectiva se estimé calculando el indice de vascularizacion (area
lecho vascular/area de membrana sinovial) que se hizo significativo al igual
que en los otro casos a los 42 d.p.i. Sin embargo, al medir el area de
inmunomarcacion del factor endotelial de Von Willenbrand se observaron
aumentos significativos en comparacion a sus respectivos controles (p<0,05),
mas temprano, a partir del difa 28. Esto indica que la reactivacion endotelial
con proliferacién se hace significativa antes que se forme un area vascular
efectiva. El indice apoptético fue un indicador mas temprano de dafio en el
cartilago articular, haciéndose significativo respecto a su control también a
partir del dia 28. El aumento del indice de severidad clinica (indice artritico)
esta altamente correlacionado con el aumento de angiogénesis r =0,95 (p

<0,05) y apoptosis r= 0,90 (p < 0,05).

Por otra parte, la histopatologia convencional en conjunto con la
inmunohistoquimica permitieron detectar cambios, que aunque discretos, son
claros indicadores del comienzo del establecimiento del proceso inflamatorio
como son la aparicion de PMNneutréfilos en la membrana sinovial,
proliferacién endotelial con desarrollo de brotes angiogénicos y el aumento de
la actividad apoptotica de condrocitos, que ocurren en forma mas temprana y
coincidieron con los primeros sintomas clinicos de la enfermedad que se
detectaron a los 28 d.pi., registrando un indice artritico grado 1,

correspondiente a eritema articular.

Palabras claves: Artritis reumatoide, CIA, pannus, angiogénesis, apoptosis,

histopatologfa.



SUMMARY

Rheumatoid arthritis is a systemic chronic autoimmune disease that is
characterized by synovial membrane hypertrophy, forming a granulation tissue
called pannus, that invades and destroys underlying bone and cartilage. One of
the events that facilitate the perpetuation of the illness is the formation of new
capillaries that allow the arrival of more inflammatory cells to the place and

the later hypertrophy of the synovial membrane.

The present work studies, along the course of the illness, the
angiogenesis process at the synovial membrane level and its relationship with
histopathological changes indicating severity of the articular damage,
considering leukocyte infiltration and fibrosis at this level, as well as apoptosis
and histopathological damage at the cartilage level. For this, a murine model
of rheumatoid arthritis was induced with bovine type II collagen (CIA). Six
DBA1/lac] (H29) mice were sacrificed at the 14, 28, 42, 56 and 70 days post

induction (d.p.i) of CIA. In each date 3 control mice were sacrificed.

The clinical symptoms began to be observed starting from the 28 d.p.i.
with an average arthritic index of 1.00+0.81 corresponding to erytema of the
articulation. The disease advanced toward the 70 d.p.. with an average
arthritic index of 3.8320.40 corresponding to edema and maximum

deformation, with ankylosis.

Computarized morphometry allowed in this study to demonstrate that,
in comparison to controls, the induction of CIA, it produces significant
increase (p <0.05) of the effective vascular area in the synovial membrane
after 42 d.p.i. that is also correlated with a significant increase (p <0.05) in the

accumulation of inflammatory cells, fibrosis and destruction of the cartilage.



The effective vascular area was calculated as the wvascularization index
(vascular area/synovial membrane area) that also became significant after 42
d.p.i. However, when measuring the area of immune staining of the
endothelial factor of Von Villenbrand significant increases in comparison to
controls were observed (p <0.05), eatlier, starting from 28 d.p.i. This indicates
that the activation and proliferation of endothelium becomes significant
before an effective vascular area is formed. The apoptosis index was also an
earlier indicator of damage in the cartilage becoming significant in comparison
to controls starting from day 28 d.p... The increase in the index of clinical
severity (arthritic index) is highly correlated with the increase in both

angiogenesis r = 0.95 (p <0.05) and apoptosis r = 0.90 (p <0.05).

On the other hand, the conventional histopathology together with
inmunohistochemistry allowed to detect changes that although discreet are
clear indications of the initiation of the establishment of the inflammatory
process as are the appearance of PMN neutrophils in the synovial membrane,
endothelial proliferation with development of angiogenic buds and the
increase of the apoptotic activity in chondrocytes and they coincided with the
first clinical symptoms of the illness that were detected at 28 d.p.i. registering

an average arthritic index of 1, corresponding to eritema of articulation.

Key Words: Rheumatoid arthritis, CIA, pannus, angiogenesis, apoptosis,

histhopatology.






1. INTRODUCCION

La artritis reumatoide es una enfermedad sistémica, autoinmune, de
caracter inflamatorio, que se caracteriza por presentar una hipertrofia de la
membrana sinovial, que se va haciendo croénica en el tiempo hasta formar un
tejido de granulacion llamado pannus, el que invade hueso y cartilago articular

llevandolos a su destruccion.

En su etiopatogénia participan una gran variedad de tipos celulares,
comenzando el proceso con una anormal presentacién de auto-antigenos por
parte de las células dendriticas a linfocitos T CD4+ auto reactivos, los cuales,
una vez activados, secretan citoquinas tales como interleuquina 17 (IL-17),

estimulando a macréfagos a secretar interleuquina 1 (IL-1), interleuquina 6

(IL6) y factor de necrosis tumoral (TNFa).

La sobre-expresion de TNFa e IL-1 serfan vitales en la generacion del
proceso inflamatorio y en la ejecucion del dafio articular. Es a nivel de la
membrana sinovial donde se centra nuestra atencion, la disminucion de células
apoptoéticas trae como consecuencia un aumento en el numero de
sinoviocitos, lo que se traduce en una membrana conformada hasta por nueve
capas celulares, estando normalmente compuesta de tres. Es por esta razén
que se crea un microambiente hipéxico, el que sumado a los estimulos que
producen los linfocitos y macréfagos activados y fibroblastos sinoviales,
gatillan la neoformaciéon de vasos sanguineos (angiogénesis) en la membrana
sinovial. A través de estos capilares es por donde llegaran las células
inflamatorias a invadir el tejido sinovial, ademas de permititle su nutriciéon y

posterior proliferaciéon perpetuando atin mas el dafio articular.

En este trabajo de tesis, se utilizé un modelo murino de artritis inducida
por colageno tipo II (CIA). Este modelo se caracteriza por la inflamacién de

multiples articulaciones, acompanada de hiperplasia sinovial. En éste se



estudiaron los procesos de angiogénesis y apoptosis, en relacion al desarrollo
de las lesiones histopatolégicas que ocurren en esta enfermedad. Los
resultados podran servir como punto de referencia para futuras
investigaciones que tengan como base la aplicacion de posibles terapias
enfocadas a combatir la apoptosis y la formaciéon de estos nuevos vasos, ya
que se acepta que estos eventos son cruciales en el progreso y mantencion de

la enfermedad.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Las enfermedades autoinmunes son la consecuencia final de una
cascada secuencial de sucesos inmunolodgicos, iniciada y perpetuada por
factores ambientales que ocurren en un individuo genéticamente susceptible.
Hoy en dia se conocen aproximadamente 70 enfermedades autoinmunes
diferentes, las cuales constituyen uno de los problemas de salud mas
frecuentes, y al mismo tiempo, uno de los fenémenos inmunolégicos menos
entendidos. Fstas se desarrollan cuando la respuesta inmune especifica es
montada contra los antigenos propios, generandose una respuesta de los
linfocitos T y una inadecuada activacién de macréfagos y otras células
efectoras. Ademas, se produce una activacion de células B autoreactivas con la

subsecuente secrecion de anticuerpos autoreactivos (Janeway ez al., 1999).

Una de las enfermedades autoinmunes de mayor prevalencia es la
artritis reumatoide, enfermedad sistémica que afecta aproximadamente al 1%
de la poblacién mundial. Esta se caracteriza por una inflamacién crénica y
progresiva de la membrana sinovial de las articulaciones. Presenta un amplio
espectro de severidad clinica, que va desde la artritis leve hasta una forma
invalidante que se caracteriza por tener altos titulos de factor reumatoideo y
compromiso vital de otros organos, que conducen a una significativa
incapacidad y una consecuente reduccién en la calidad de vida (Wicks ez 4/,

1994).

En su patogenia participa una gran variedad de tipos celulares y el
proceso auto-inmune esta dado por una anormal presentacién de auto-
antigenos por parte de las células dendriticas (células presentadoras de
antigenos), esto conduce a la activaciéon de linfocitos T CD4+ autoreactivos.

Estas células T activadas, son los mediadores centrales del dafio en la



articulacion, ya que a través de secretar 11.-17 e interferén gamma (IFNY)

inducen a los macréfagos a secretar 1L.-6, I.-1 y TNFa, siendo estas dos

ultimas citoquinas vitales en la ejecucion del dafio articular (Smolen y Steiner,

2003).

2.1 HISTOLOGIA

2.1.1. Membrana sinovial:
La capsula articular, esta compuesta de dos capas, una externa llamada
“capa fibrosa”, compuesta de una densa capa de tejido conectivo y una interna

conocida como membrana sinovial o sinovia (Thoshihico e7 /., 2000).

Se acepta que el tejido sinovial normal, caracterizado por una capa

superficial de células, también denominada intima sinovial, estd formado

principalmente por fibroblastos, macréfagos, adipocitos, mastocitos, fibras
nerviosas, capilares, ocasionalmente polimorfo nucleares y linfocitos
(Henderson y Edward, 1987). La intima sinovial, se compone principalmente
por dos tipos celulares: las Tipo A, que se originan de la médula 6sea y
presentan criterios ultraestructurales de monocitos que derivan a macréfagos,
expresan marcadores de superficie como el CD68 y CD14 y se tifien esterasa
no especifica (Athanasou y Quinn, 1991) y las células Tipo B, que son
tibroblastos, y pueden distinguirse tanto citoquimica como histoquimicamente
de los fibroblastos de tejidos mas profundos (Edwards, 1994). Estudios
realizados en conejo y ratéon, han revelado que son las células del tipo
fibroblastos las que predominan en la sinovia, siendo entre un 75% a 80% de
las células que componen dicha membrana, respectivamente (Krey y Cohen,

1973).



En cuanto a la vascularidad, estudios en membrana sinovial normal,

describen un alto porcentaje de capilares cuya densidad bajo la intima sinovial,

fluctda entre 6 pm’y 11 pm® (Knight y Levick, 1983).

2.1.2. Membrana sinovial en artritis reumatoide:

La inflamacién a nivel de la membrana sinovial es el cambio central en
la patofisiologia de la artritis reumatoide (Lee y Weinblatt, 2001).
Histolégicamente, se caracteriza por presentar una pronunciada angiogénesis,
hiperplasia celular, infiltracion de leucocitos inflamatorios y cambios en la
expresion de moléculas de adhesion en la superficie, proteinasas, inibidores de

proteinasas y variadas citoquinas (Lee y Weinblatt, 2001).

La excesiva proliferacién, que experimenta la membrana sinovial,
provoca cambios en la estructura de esta membrana e induce a la formacion
de un tejido de granulaciéon que se denomina pannus (Barbera y Dominguez,
2004). El pannus se comporta de manera idéntica a un tumor multicéntrico
invasivo, que invade y destruye su entorno local. Este tejido es el responsable
de las erosiones que se observan en artritis reumatoidea (Barbera y
Dominguez, 2004). En una primera fase, el pannus celular compuesto de
células mononucleares y fibroblastos presenta un alto nivel de expresion de
metaloproteinasas (MMP) de matriz celular, en AR destacan la MMP-1, 3, 9,
10 y 13. (McCachren et al, 1990 y Aryeh ef al, 2006). En fase mas avansada
de la enfermedad, el pannus celular es reemplazado, totalmente, por un tejido

fibroso minimamente vascularizado (Kobayashi y Zif, 1975).



2.2. ANGIOGENESIS

La angiogénesis es un complejo mecanismo, mediante el cual se forman
nuevos capilares a partir de vasos pre-existentes (Colville-Nash y Scout, 1992).
Estos neovasos son estructural y funcionalmente anormales, su estructura es
altamente desorganizada, los vasos son tortuosos y dilatados, de diametros
desiguales y excesivas ramificaciones. En cuanto a su ultraestructura, las
paredes de estos vasos presentan un endotelio fenestrado, presentando
numerosas aberturas o poros transcelulares, por lo tanto, una discontinua o

ausente membrana basal, distanciandose asi las uniones inter-endoteliales

(Carmelett y Rakesh, 2000).

Las etapas implicadas en la formacién del nuevo vaso son: migracion
de células murales (pericitos), desestabilizacion endotelial, la membrana basal y
matriz extracelular son degradadas y removidas por proteasas especificas
como las metaloproteinasas, Posteriormente, sintesis de nueva matriz
extracelular, migracién y proliferaciéon de células endoteliales y por ultimo

formacion del nuevo vaso sanguineo (Papetti y Hernan, 2002 ).

Procesos normales de angiogénesis ocurren durante la etapa
embrionaria, cuando se establece el arbol vascular primario que permitira el
adecuado crecimiento y desarrollo de los 6rganos. En la etapa adulta es
normal que se produzca en procesos fisioldgicos como el ciclo femenino
ovarico y en la reparaciéon de heridas (Papetti y Hernan, 2002). Sin embargo,
en otras circunstancias, la angiogénesis es dafiina para el organismo, ya que
contribuye al desarrollo de la ceguera en retinopatias diabéticas y facilita el
crecimiento y metastasis de tumores. En artritis reumatoide, el incremento de

angiogénesis a nivel de la membrana sinovial contribuye a la patogénesis de la



sinovitis, desarrollo del pannus sinovial y la consecuente destruccién del hueso

y cartilago articular (Walsh, 1999).

2.2.1. Angiogénesis en artritis reumatoide:

Los linfocitos, macréfagos activados y fibroblastos sinoviales, pueden
activar la angiogénesis; esto explica el aumento en la vascularizacion
observada en la membrana sinovial de pacientes con artritis reumatoidea
(MacNaul ez al, 1990). La sinovia artritica se convierte en un ambiente
hipdxico, el cual es una potente seflal para la formaciéon de nuevos vasos
sanguineos. Es asi, como en respuesta a esta disminucioén de la presion parcial
de oxigeno celular, se expresa un inductor de angiogénesis, el factor inducido
por hipoxia 1 (HIF-1), el cual va activar la producciéon por parte de los
fibroblastos, de un importante factor angiogénico, el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF). E1 VEGF es un potente mitégeno para las células
endoteliales, produce aumento de la permeabilidad vascular y estimula la
migracion y proliferacion de las células endoteliales. Ejerce su accion a través
de dos receptores del tipo tirosina quinasa, el VEGF-R1, que estimula la
formacion de conductos capilares, y el VEGF-R2, que induce proliferacion de
células endoteliales (Paleolog, 2002). No sélo el HIF-1 puede estimular su
produccioén, sino que también, y de una forma mas marcada, es producido en
respuesta a citoquinas inflamatorias como IL-1 y TNFa y también, factores de

crecimiento, como factor de crecimiento transformante ay B (TGF-a, TGF-

B) v, factor de crecimiento de fibroblastos tipo 2 (FGF-2) (Cotran e# al., 2000).



Otros inductores relevantes de angiogenesis en artritis reumatoidea son,
quimioquinas como interleuquina 8 (IL-8), fractalquina, interleuquina 18 (IL-
18), moléculas solubles de adhesiéon como E-selectina, y VCAM-1,

glucoconjugados como lo son el antigeno soluble 4A11 y antigeno soluble

CD146 (Koch, 2003).

Otro sistema que participa en la neoformacién de vasos es el sistema
angiopoiteina—Tie, que al contrario del VEGF, no induce mitosis de células
endoteliales ni formacion del vaso sanguineo, si no que su acciéon es permitir
el ensamblaje de los componentes no endoteliales del vaso sanguineo, como
las células musculares que forman parte del tubo vascular. En artritis

reumatoide un estimulo para inducir la expresion de angiopoiteina 1 a nivel de

los fibroblastos sinoviales es el TNFa (Koch, 2003).

En consecuencia, es esta proliferacion de vasos sanguineos la que
provee oxigeno y nutrientes a la sinovia hipertréfica, ademas, es el medio de
reclutamiento de células inflamatorias en la articulacién, lo que permite la

perpetuacion del proceso (Lee y Weinblatt, 2001).

2.2.2. Marcadores de angiogénesis:

La formacién de un nuevo microvaso requiere de una serie de
interacciones, las que se realizan de manera especifica y coordinada en el
tiempo. Estos eventos de adhesiéon son mediados por moléculas de adhesion
celular y moléculas de matriz extracelular, las que proveen de instrucciones a
las células endoteliales para que migren al espacio perivascular y ensamblen un

nuevo vaso junto con rodearse de pericitos (Bischoff, 1997).



Este tipo de moléculas son las que se ocupan en la actualidad para
marcar angiogénesis. Dentro de las cuales se encuentran moléculas de la
familia de las integrinas, las que participan en procesos de migracion de células
endoteliales y formacion del vaso sanguineo (Luscinkas y Lawler, 1994). En
este grupo destacan ovP3 y avf5, las que tienen una alta expresiéon en los
capilares sinoviales de pacientes con artritis reumatoidea (Paleolog ez al., 1998).
En otro grupo se encuentran las del tipo cadherinas, como la cadherina
vascular endotelial (VE cadherina) (Breier e a/., 1996), E-selectina y molécula
soluble de adhesion vascular celular (VCAM-1 o CD31) (Koch e7 al., 1995).

Otros marcadores son el VEGF (Hiroito e al., 2001), y el factor de von
willenbrand (FvW), que es producido por las células endoteliales vy
megacariocitos. La expresion del gen de este factor se encuentra en tejidos
especificos, entre ellos el endotelial (Denis, 2002). El FvW funciona como

medio de adhesion entre las plaquetas y la matriz extracelular (Zusuki ez al,

1997).

2.3 APOPTOSIS

La apoptosis celular, en la mayorfa de los casos es un proceso
tisiolégico, controlado genéticamente, en el que determinadas células dirigen
su propia muerte en beneficio del organismo. Todas las células del organismo
estan programadas para destruirse por apoptosis, ya sea porque hubiesen
realizado por completo sus funciones, porque hayan sufrido un dafio en su
material genético o porque les falten las sefiales que las mantengan en plena

actividad funcional (Rich ez a/., 1999).

Existen dos vias para activar apoptosis, la “via intrinseca” o

mitocondrial, que comienza con la activaciéon de proteinas como Bax y Bad,
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por parte del gen de supresion tumoral o p53, el que se activa en respuesta a
un dafio en el ADN. El resultado de una funcién anormal de este gen, puede
resultar en el desarrollo de neoplasia maligna (San Miguel ez a/., 20006). La “via
extrinseca” es mediada por receptores, entre los que destacan el receptor para
TNEF, el receptor Fas y los receptores de glutamato, todos los cuales activan
dominios de muertes como FADD (Fas Associated protein with Death
Domain) y TRADD (TNFR-associated death domain), los que produciran las
activacion de las capasas 8 y 10 (San Miguel ¢ a/, 2006). Estas llevaran a la
activacion de las endonucleasas que, finalmente van a producir la

fragmentacion de la cromatina nuclear y rotura del citoesqueleto (Cotran ez al,

2000).

2.3.1. Apoptosis en artritis reumatoidea:

La razén de hiperplasia sinovial, un cambio caracteristico en artritis
reumatoide aun no esta clara del todo, a simple vista el crecimiento del tejido
es producto de un desbalance entre la proliferaciéon y muerte celular. Se
sugiere que la apoptosis se encuentra disminuida en el tejido sinovial artritico,

lo que en conjunto con la proliferaciéon celular da origen a la hiperplasia

sinovial (Mountz ¢# al., 1994).

Una de las citoquinas que tienen gran protagonismo en artritis
reumatoide es el TNFa, el cual induce apoptosis al unirse a su receptor 1
(INFR1), el que presenta una alta expresion local (Deleuran ez al, 1992).
Adicionalmente el ligando Fas (FasL), que es expresado en macrofagos, es
capaz de inducir apoptosis al unirse a su receptor, el que es expresado en
macréfagos, linfocitos y fibroblastos sinoviales (Cantwell ez al., 1992). Bajo

ciertas condiciones el TNFR1 puede activar la caspasa 8 y producir apoptosis
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a través de mecanismos que involucran las proteinas TRADD y FADD (Hsu
et al., 1995), sin embargo, a nivel de fibroblastos y macréfagos sinoviales el
TNFa puede aumentar la expresion de ARNm para FLIP (FLICE-inhibitory
protein). El FLIP es una molécula capaz de interactuar con la caspasa 8 y

FADD, inhibiendo la activacion de la caspasa 8, y por tanto la apoptosis (Bai

et al,, 2004).

Por otra parte, en una inflamacién crénica como en la artritis
reumatoide, existe un ambiente con un alto nivel de radicales oxigeno y
nitrégeno, lo que puede resultar en un dafio a nivel del DNA, con una
desregulacion del factor de transcripcion nuclear NF-kB y el gen de supresion
tumoral p53, quienes se encuentran implicados en la agresiva proliferacion de
los fibroblastos sinoviales (Asahara e# al., 1997). Experimentos en los cuales se
ha realizado la inhibicién del gen p53 a nivel de fibroblastos sinoviales, ha
resultado en la presencia de velocidad de crecimiento independiente, por parte

de estas células y una dispar en apoptosis (Davis, 2003).

2.3.2 Deteccion de apoptosis:

Existen distintas maneras para detectar apoptosis. Uno de los
parametros a considerar es observar los cambios morfologicos que
experimenta la célula durante el proceso de apoptosis, como son perdida de
uniones celulares, cambio en la presencia de estructuras especializadas
(microvellosidades, alteraciones mitocondriales o del reticulo endoplamico),
cambio en la organizaciéon de la membrana citoplasmatica, y la apariciéon de
condensacion de la cromatina o la aparicién de cuerpos apoptoéticos, que son
tragmentos celulares que se desprenden durante el proceso de muerte. (Alfaro

¢t al., 2000). También detectando la degradacion de DNA, que en el caso de la
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apoptosis, ocurre de manera especifica, ya que las endonucleasas que cortan el
ADN, liberan nucleosomas que contienen entre 180 a 200 pares de bases
nitrogenadas. Para esto, el método mas utilizado es la extraccién de DNA con
fenol/cloroformo y su precipitacion con etanol.. En este caso, se realiza un
corrimiento electroforético de los extractos de ADN, se podra observar la
aparicion de un patron caracteristico de ADN en escalera (Martin ez /., 1990).
La degradaciéon también se puede medir detectando las proteinas histonicas
presentes en los nucleosomas, con el método de ELISA (Holian., ef 2/ 1998) y

moléculas que gatillan el proceso de apoptosis como la caspasa 3 (Benjamin.,

et al 1998).

Sin embargo uno de los métodos mas usados para detectar apoptosis es
el método de TUNEL (terminal transference mediaded dUTP-biotin nick end
labelling), donde los fragmentos de ADN los quiebres en las hebras de ADN
son detectados por un marcaje enzimatico en el extremo libre 3-OH con
nucleétidos modificados, asi se puede distinguir la muerte celular de necrosis,

ya que esta ultima no presente el patron de degradacion internucleosomal

(Alfaro., et a/ 2000).
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2.4 Diferencias entre necrosis y apoptosis:

La apoptosis es un mecanismo fisiolégico de muerte celular diferente

morfoldgica y bioquimicamente de la necrosis (Ghidotti., ez 2/ 1995).

La apoptosis esta programada genéticamente en respuesta a estimulos
tisiolégicos o condiciones subletales, mantiene la integridad de la membrana,
ocurre disminucion del tamafio celular, preserva la integridad de los organélos,
presenta una temprana condensaciéon de la cromatina y fragmentacion del
ADN en puntos muy concretos dando lugar a fragmentos oligonucleosomales
que son de un tamafo muy regular. La célula se fragmenta en cuerpos
apoptoticos rodeados por membrana que son reconocidos y fagocitados

evitando la inflamacion (Green., ef a/ 1990).

Por el contrario, la necrosis es accidental o provocada por agentes letales
(hipertermia, hipoxia, etc), existe perdida de la integridad de la membrana, hay
entrada de agua, aumento del tamano celular y activacién de fosfolipasas con
rotura de la membrana de los organélos, la condensaciéon de la cromatina
ocurre de manera tardfa y la fragmentacion del ADN en fragmentos grandes y
de tamafio irregular. I.a célula libera los contenidos de los lisosomas y los

restos celulares inducen inflamacién local (Ghidotti., ez a/ 1995).

Para comprender los mecanismos celulares involucrados en la artritis
reumatoide, se han utilizado una gran variedad de enfoques experimentales, en
la mayoria de los casos se ha empleado el modelo murino de artritis inducida
por colageno tipo II (CIA), el cual es muy similar a la AR. Este modelo se
caracteriza por la inflamacién de multiples articulaciones, acompanada de

hiperplasia sinovial. . LLa CIA es gatillada mediante la inmunizacién de ratones,
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genéticamente susceptibles, con colageno tipo II bovino (Courtenay ez 4/

1980).

En éste trabajo de investigacion se estudiaron los procesos de
angiogénesis y apoptosis a nivel articular, en relaciéon al desarrollo de las
lesiones histopatoldgicas que ocurren en esta enfermedad, a los 14, 28, 42, 56
y 70 dias p.d.i, y cuyos dafios se relacionaran con los cambios clinicos

observados.

Los resultados podran servir como punto de referencia para futuras
investigaciones que tengan como base la aplicacion de posibles terapias
enfocadas a combatir la apoptosis y la formaciéon de estos nuevos vasos, ya
que se acepta que estos eventos son cruciales en el progreso y mantencion de

la enfermedad.
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3. HIPOTESIS

La induccién de artritis murina con colageno bovino tipo II (CIA),
produce aumento de la actividad angiogénica y de la apoptosis celular a nivel
del cartilago articular, en relacién proporcional a la evolucion de las lesiones

propias del curso de la enfermedad.

4. OBJETIVO GENERAL

Describir el desarrollo de lesiones a nivel macroscopico e
histopatoldgico a nivel articular durante la evolucién de CIA y su relaciéon con

fenémenos de angiogénesis y apoptosis.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir los cambios histopatologicos a nivel de las articulaciones en
ratones inducidos con CIA en los distintos dias de tratamientos y
relacionarlos con los cambios macroscopicos clasificados segun grados de

severidad.

2. Evaluar el desarrollo de angiogénesis en la membrana sinovial a través de
la detecciéon del factor de Von Willenbrand a nivel endotelial en los

distintos dias de tratamiento.

3. Evaluar en las distintas fases del tratamientos la apoptosis a nivel del

cartilago articular a través de deteccion de fragmentacion de ADN.

4. Correlacionar los valores de apoptosis y angiogénesis con los parametros

macroscopicos indicadores de severidad dentro de cada dia de tratamiento.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Animales:

Se usé ratones de la cepa DBA1/lac] (H29) procedentes de Jackson
Laboratories (Bar Harbor, ME, USA). Los animales fueron mantenidos en el
Bioterio Central del Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM), Facultad de

Medicina, Universidad de Chile.

6.2. Induccion de artritis con colageno bovino tipo II (CIA):

Se inocul6 colageno bovino tipo II (Chondrex, Redmond, WA, USA)
via subcutanea en la base de la cola de ratones genéticamente susceptibles
DBA1/lac] (H29), siguiendo el protocolo previamente descrito por Courtenay

et al (1980).

6.3. Muestras:

1. Se sacrificaron mediante dislocacion cervical posterior a anestesia con eter
6 ratones a los 14, 28, 42, 56 y 70 dias post inoculacién con colageno y se
obtuvieron muestras, para histopatologia e inmunohistoquimica, de tejido
articular correspondiente a la extremidad que presenté el mayor puntaje de
indice artritico (1A). Paralelamente se sacrificaron en cada fecha 3 ratones

controles inoculados con solucion salina.

Las mediciones se realizaron a nivel de cada articulacion de la
extremidad elegida, vale decir: articulaciones interfalangicas distal (IFD),
interfalangicas proximal (IFP), metacarpo o metatarso falangicas (MC-F 6

MT-F), intercarpales o intertarsales (IC 6 IT).
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2. El indice artritico para cada una de las extremidades se calcul6 de acuerdo a
lo descrito por Yuasa, ¢t a/ (1999), el que define una escala con rangos de 0-4
cuya lectura es la siguiente:

- 0 = Raton normal.

- 1 = Eritema articular.

- 2 = Hinchazon con edema y eritema.

- 3 = Edema severo y eritema desde articulacion a pliegues interdigitales.

- 4 = Edema y deformacién maxima, con anquilosis.

El TA total de cada animal corresponde a la sumatoria de los puntajes

obtenidos en cada una de las manos y patas, con un maximo de 16 puntos.

3. Todas las muestras fueron fijadas por 24 horas en formalina al 10%. Luego
descalcificadas en EDTA al 10% por 6 semanas (aproximadamente).
Posteriormente, fueron deshidratadas en alcoholes y aclarados en Xilol en un

procesador automatico de tejidos (Shandon, Citadel 2000, EEUU). Las
muestras se incluyeron en parafina y se cortaron en un micréotomo de
rotacion (Wetzlar, EEUU) a 4u de grosor. Los cortes para técnica de
Hematoxilina y Eosina (HE) fueron montados sobre portaobjetos
albuminados (Lopez ¢f a/, 1982) y los cortes para inmunohistoquimica sobre
portaobjetos cuyo protocolo se muestra en el Anexol. Posteriormente, se

desparafinaron y rehidrataron para aplicar los métodos seleccionados.
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6.4. Analisis histopatologico:
En aquellas muestras tefiidas con HE, se realiz6 un analisis descriptivo

general de la membrana sinovial y del cartilago articular, en los distintos dias

del tratamiento. Ademas, se realizaron las siguientes mediciones:
6.4.1. Indice de densidad celular en membrana sinovial (IDCMS);

A nivel de cada articulacién seleccionada se digitalizaron las imagenes
correspondientes a membrana sinovial en un aumento 100x. Se calcul6 por

morfometria un zndice de densidad celular (°%0), el que corresponde a:

IDCMS = Area total de membrana sinovial x 100
Area total de nucleos celulares

6.4.2. Puntaje de dafio histopatolégico a nivel de cartilago articular:
Se establecié un puntaje de dafo histopatolégico a nivel del cartilago
articular, segiin el método descrito por Jou ef al.; (2005), el que contempla los

siguientes parametros:

0 = Cartilago normal.
1 = Leve destruccion, con un foco de perdida de condrocitos.
2 = Moderada destruccion, con multiples focos de perdida de condrocitos.

3 = Severa o destruccion total, perdida total de condrocitos.
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6.4.3. Grado de fibrosis:

La severidad de la fibrosis se diagnostico segtin el nimero de capas de
colageno y el nimero promedio de focos de fibrosis, en 5 campos diferentes y
se clasificé como:

0 = Normal.
1 = Leve (1-3 capas de fibrosis; < 2 focos ).
2 = Moderada (4-10 capas de fibrosis; 3-5 focos ).

3 = Severa (> 10 capas de fibrosis; > 5 focos ).

6.5. Técnicas inmunohistoquimica:

6.5.1. Inmunotincién para angiogénesis:

La wvascularidad fue detectada mediante el uso de un anticuerpo
policlonal de conejo anti factor de von Willenbrand (FvW) (Dako, USA).

Luego se emple6 un anticuerpo secundario biotinilado anti IgE de
conejo  (Dako, USA). Posteriormente, se usé6 el conjugado
estreptovidina/peroxidasa como amplificador de la reacciéon (Dako, USA).
Esta reaccién enzimatica fue revelada con diaminobenzidina (Dako, USA)
como sustrato cromogeno. Se consideré como inmunotinciéon positiva la

presencia de un color café intenso en células endoteliales (Protocolo en Anexo

2).

En cada extremidad seleccionada, a nivel de la membrana sinovial se

se midieron morfométricamente las areas inmunomarcadas las que se

expresaron en pm?’, Para cada ratén se obtuvo el promedio de um?*/campo.
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Ademais, mediante analisis morfométrico se calcul6 el lecho vascular
que corresponde al area ocupada por vasos sanguineos funcionales (VSF) que
corresponden a aquellos que presentaron limen expandido con o sin

eritrocitos en su interior. El resultado se expresé como el indice del area de

lecho vascular (IALV):

IALV = Area de MS x 100
VSF

El resultado para cada raton fue el promedio de los indices en cada campo.

6.5.2. Inmunotinciéon para apoptosis:

Para este estudio se utiliz6 el método de “TUNEL”, para lo cual se
aplico el kit “ApopTag®Plus peroxidase in sitn apoptosis detection  fif’
(Chemicon, USA), que reconoce fragmentos de ADN.

El protocolo del método utilizado se muestra en el Anexo 3. El cual
consiste brevementen en:

Primero: marcar los extremos libres 3’0OH de los nucle6tidos con
digoxigenina, mediante la enzima TdT (Terminal deoxynucleotidyl
transferasa).

Segundo: aplicar anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con
peroxidasa.

Tercero: revelar la reaccién enzimatica con diaminobenzidina la que

proporciona un color café.



21

Se realizaron mediciones morfométricas a nivel del cartilago articular,
(CA) para obtener el area inmumomarcada. Se calcul6 el indice apoptoético

(IAp), segtn la siguiente férmula:

IAp = Area condrocitos total x100

Aréa de condrocitos apoptoticas

Los resultados para cada ratén se entregaron como un promedio de los

indices por campo.

6.6. Digitalizacion de imagenes:

Para calcular los resultados de las areas inmunomarcadas en ambas
técnicas utilizadas, se digitalizaron las imagenes correspondientes a 5 campos
tomados al azar, con un aumento 200x, a una resolucién de 512 X 480 pixeles,
mediante una videocamara digital (Cool Snap-Pro CF, Media Cybernetic,
USA) montada en un microscopio 6ptico cientifico (Nikon Eclipse E-600) y
conectada a una computadora con un software morfométricos (Image Pro-
Plus, Media Cybernetics, USA). Las lecturas de las areas seleccionadas se
expresaron como se explico, anteriormente, en cada método

imnunohistoquimico.
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6.7. Analisis estadistico:

Los valores obtenidos en las distintas fases de CIA, tanto para el
estudio histopatoldgico, angiogénesis y apoptosis se analizaron mediante el
empleo de un “analisis de varianza en disefio factorial 2x5” (ANDEVA).

Donde los dos factores a evaluar fueron:

1. Factor induccién de la enfermedad: Con dos niveles (CIA = animales

inducidos con artritis; Controles = animales sin induccion de artritis).
2. Factor tiempo: Con cinco niveles (14, 28, 42, 56 y 70 dias post
induccion de CIA).

Las variables que mostraron diferencias con un efecto significativo
(p<0.05) fueron comparadas con el test de rangos multiples de Tukey (Steel y
Torrie, 1980).

Ademas, se realizaron mediciones para comparar el nivel de
significancia entre los grupos CIA y control en cada fecha, para esto se realizd

la prueba de Sheffé.

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa estadistico SAS (2000).
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7. RESULTADOS

7.1. ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Al transcurrir los dias de tratamiento, se pudo observar, a nivel de la
membrana sinovial, una infiltracion progresiva de células inflamatorias, del
tipo neutréfilos, linfocitos y macrofagos, lo que junto al aumento de
proliferacion de las células sinoviales, principalmente fibroblastos, dieron por
resultado el aumento de grosor. A medida que la enfermedad se hizo cronica,
otros componentes se fueron agregando, como la formaciéon de tejido
tibrotico y  proliferacion de vasos sanguineos, tejido que en conjunto se
conoce como pannus sinovial.

En la Figura 1A se aprecia el aspecto de una articulaciéon control donde
se aprecia la integridad y grosor normal de la membrana synovial y cartilago
articular. A los 14 d.p.i. (Figura 1B) no se observan diferencias con el control.
Sin embargo, a los 28 d.p.i. aparecen los primeros leucocitos, principalmente,
PMN neutréfilos en membrana sinovial (Figura 1C). A los 42 d.p.i. se produce
un considerable aumento celular a nivel de la membrana sinovial y se
comienza a formar el pannus (Figura 1D). A los 56 d.p.i., el pannus invade el
cartilago articular, el que presenta un grado apreciable de destrucciéon (Figura
1E), vy a los 70 d.p.i. el pannus ya ha destruido por completo el cartilago

articular (Figura 1F).



FIGURA 1: Fotografia de articulacién interfalangica proximal en ratones
con artritis inducida por colageno bovino tipo II (B-F) y controles (A). A:
Ratoén control (40X); B: 14 dias post inoculacién de colageno (d.p.i.) (40X), no
hay lesiones aparentes, y aun la membrana sinovial y el cartilago articular (CA)
se encuentran intactos. C: 28 d.p.i.; leucocitos (flecha) en membrana sinovial
(100x) D: 42 d.p.i. considerable aumento celular a nivel de la membrana
sinovial y formacién del pannus celular (flecha) (40x). E: 56 d.p.i. el pannus
comienza a invadir el CA, el que ya se nota con un grado de destruccion
(100x). F: 70 d.p.i. el pannus y destruccion de CA (100x).

T
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7.2. INDICE ARTRITICO (IA)

En la Tabla N° 1 y Grafico N°1 se muestran los valores obtenidos de
indice artritico (IA) para los dias 14, 28, 42, 56 y 70 post induccion de CIA y
controles; se puede observar, que el IA se incrementa a medida que
transcurren los dfas  post inoculacion con colageno bovino tipo II,
aumentando significativamente (p<0,05) los valores promedio, partir del dia

28 p.d.i. con relacion al control respectivo.

TABLA N°1:

Indice artritico post induccién de artritis mediante inoculacién de colageno
bovino tipo II en ratones dbal/lacj y animales controles inoculados con suero

salino
DIAS COMPARACION
POST fNDICE ARTRITICO CIAY
INDUCCION CONTROLES
CIA
CONTROL
14 0 0 P>0,05
28 1,0040,81 0 P<0,05
42 2,3340,81 0 P<0,05
56 3,00+1,00 0 P<0,05
70 3,83+0,40 0 P<0,05
PROMEDIO 203+ 1,53 0
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GRAFICO N°1

Indice artritico (IA) pos inoculacién con colageno bovino tipo II y controles
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Progresion del indice artritico en el tiempo. CIA: Ratones DBA1/lac]
inoculados con colageno bovino tipo II. Animales controles inoculados con
suero salino

7.3. INDICE DE DENSIDAD CELULAR EN MEMBRANA
SINOVIAL (IDCms)

La Tabla N°2 muestra los valores promedios de IDCms para los dias
14, 28, 42, 56 y 70 post inducciéon de CIA y controles; donde se puede
apreciar que IDCms aumenta a medida que transcurre el tiempo de
tratamiento, en cambio, los grupos controles permanecieron constantes
(Grafico N°2). El analisis estadistico mostrd que, sélo a partir del dia 42 hubo

diferencias significativas con relacién al control respectivo (p<0,05). La
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prueba de Tukey estableci6 que hubo diferencias significativas (subindices
distintos) entre los dias 14 y 56 y los dias 14 y 70 post inducciéon de la
enfermedad (p<0,05).

TABLA N° 2

Indice de densidad celular en membrana sinovial IDCms), en animales con
artritis inducida (CIA) y controles (valores promedios)

I?é*g fNDICE DE DENSIDAD CELULAR | COMPARACION
INDU N EN MEMBRANA SINOVIAL CIAY
%+D.E. CONTROLES

CIA CONTROL
14 10,54 + 0,522 7,26 £ 1,11 P>0,05
28 13,32 + 3,68ab 9,73 + 0,27 P>0,05
42 18,34 + 4,32ab 8,22+ 0,57 P<0,05
56 20,73 + 8,49b 8,30 + 1,19 P<0,05
70 21,75+ 6,84b 10,49 £ 1,79 P<0,05

+ +
PROMEDIO 1693 + 483 8,80 + 1,29

* (Letras distintas distribuidas en forma vertical indican diferencias significativas entre dias).
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GRAFICO N°2

Indice de densidad celular en membrana sinovial IDCMS) en el tiempo
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7.4. PUNTAJE DE DANO HISTOPATOLOGICO A NIVEL DE
CARTILAGO ARTICULAR:

En el Grafico N°3, se observa que el grado de destruccién a nivel del
cartilago articular fue aumentando con los dias, a diferencia del grupo control,
que siempre tuvo valor 0. En la Tabla N°3, se pueden ver los promedios
obtenidos para los distintos dfas. El analisis estadistico establecié que existen
diferencias significativas (p<<0,05), dentro de cada dfa, a partir del dia 42 entre
los grupo CIA y control. La prueba de Tukey arroj6 diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre el dfa 14 y los dfas 42, 56 y 70 y
entre el dia 28 y los dias 42, 56 y 70 (subindices distintos).



Valores promedios de puntaje de dafio histopatolégico a nivel de cartilago

TABLA N°3

articular
DiAS _ PUNTAJE DE ,
DANOHISTOPATOLOGICO DE | COMPARACION
POST | DESTRUCCION EN CARTILAGO CIAY
IND‘;]CCIO ARTICULAR +D.E. CONTROLES
CIA CONTROL
14 0a 0 P<0,05
28 0,05 + 0,032 0 P<0,05
42 1,63+ 0,96b 0 P<0,05
56 1,75+ 1,06b 0 P<0,05
70 2.26 + 0,58b 0 P<0,05
+
PROMEDIO 1,22£054 0

29

(Letras distintas distribuidas en forma vertical indican diferencias significativas entre dfas)
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GRAFICO N°3

Progresion del puntaje histopatologico de destruccion de cartilago articular en

el ttempo
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7.5. FIBROSIS:

En el Grafico N°4, se puede apreciar que el grado de fibrosis aumenté
a medida que la enfermedad se hacia cronica, a diferencia de los grupos
controles, que siempre se mantuvieron en el rango basal (valor 0).

La Tabla N° 4 muestra los valores promedios obtenidos en cada fecha,
donde se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos CIA y control (p<0,05), a partir del dia 42 d.p.i Para cada dia, los
promedios con subindices distintos analizados con la prueba de Tukey arrojo
como significativas las diferencias entre los dias 14 y 56, 14 y 70, 28 y 56 y los
dias 28 y 70 (p<0,05).



TABLA N°4

Valores promedios obtenidos en cada fecha para el grado de fibrosis

DiAS GRADO DE FIBROSIS COMPARACION
POsT . ESCALA0a3 CIAY
INDUCCION CONTROLES
CIA CONTROL
14 0a 0 p>0,05
28 0a 0 p>0,05
42 *1,50 + 1,05ab 0 P<0,05
56 2,17 £ 1,33b 0 P<0,05
70 *2,33 % 0,52b 0 P<0,05
PROMEDIO 1,20 £ 1,13 0

* (Letras distintas distribuidas en forma vertical indican diferencias significativas entre dfas).
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GRAFICO N*4

Valores promedios para el grado de fibrosis en el tiempo
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Puntaje fibrosis en Membrana Sinovial
N
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* P<0,05
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FIGURA N°2: Fotografia de articulacion metacarpofalangica. A: Raton
control (100x), donde se aprecia una membrana sinovial normal con un grado
de fibrosis = 0 (flecha); B: Membrana sinovial de ratéon CIA a los 70d.p.,
(100x) con un grado de fibrosis = 3, donde se pueden apreciar las capas de
colageno (flechas) caracteristicas de la fase cronica de la enfermedad.
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7.6. INMUNOHISTOQUIMICA

7.6.1. Angiogénesis

7.6.1.1. Area inmunomarcada para factor endotelial de Von Willenbrand

(FvW) en membrana sinovial:

La presencia de células endoteliales detectadas por inmunomarcacion
de FvW en membrana sinovial aument6 en los animales entre los dias 14 y 70
d.p.i., a diferencia de los grupos controles que se mantuvieron constantes
(Grafico N°5). La inmunomarcaciéon se detecté en endotelio de vasos

funcionales de distinto calibre y en brotes angiogénicos (Figura N°2B).

La Tabla N°5 muestra los valores promedios de area inmunomarcada
con el FvW, los que oscilaron entre 17,24+1,80 um?’y 22,90+4,90um? para los
animales del grupo control. A nivel de los animales con CIA, a los 14, 28, 42,
56 y 70 d.p.i. presentaron un area inmunomarcada de 29,17+6,97 um?,
53,01412,32 um?®, 77,52+41,40 pum?, 91,0344597 um® y 144,54437,91 pum?,

respectivamente.

El analisis estadistico estableci6 diferencias significativas entre ambos
grupos de animales CIA y control (p<0,05). La prueba de Tukey mostrd
diferencias significativas (subindices distintos) entre los dias 14 y 70, 28 y 70,
42 y 70 (p<0,05) en los ratones con artritis. En cuanto a los promedios de
cada dia de evaluacion, a partir del dia 28 los grupos CIA tuvieron diferencias

significativas respecto de su control.
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Figura N°3: Fotografia de membrana sinovial. A: Membrana sinovial en
ratén control (200x) donde se aprecia la normal vascularidad de la membrana

(flechas).
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RN N
4 I
Figura N°4: Membrana sinovial de ratéon CIA a los 28d.p.i (200x), donde se
aprecian capilares sanguineos y ademas la neoformaciéon de brotes
angiogénicos (flecha) que llevaran a la posterior formaciéon de un vaso
funcional.

FIGURA N°5: Fotografia de membrana sinovial en ratones CIA a los 70
d.p.i. A:Fotograffa 100x, donde se puede observar la mayor cantidad de
capilares neoformados en lo que a esta fecha denominanos pannus (flechas).
B: Fotografia 200x, donde se aprecian con mayor detalle los capilares
fucionales de lumen expandido (flechas).
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TABLA N°5

Area promedio (um2) inmunomarcada (FvW) en membrana sinovial de
ratones CIA y controles

DIAS AREA INMUNOMARCADA PARA | COMPARACION
POST FvW CIAY
INDUCCION (um?) CONTROLES
CIA CONTROL
14 29,17 £ 6,97a 17,24 + 1,80 p>0,05
28 53,01 £2,32a 21,96 + 3,85 P<0,05
42 77,52 % 41,402 19,44 + 417 P<0,05
56 91,03 + 45,97ab 19,66 + 1,78 P<0,05
70 144,54 + 37.91b 22,90 + 4,90 P<0,05
PROMEDIO 79,05 + 43,59 20,24 + 2,23

* (Letras distintas distribuidas en forma vertical indican diferencias significativas entre dfas).

7.6.1.2. INDICE DEL AREA DE LECHO VASCULAR (IALV):

Este indice, que corresponde al 4rea del lecho vascular funcional en una
la superficie determinada de membrana sinovial, se incremento en el tiempo, a
excepcion del dia 28 que registré una leve disminucién con respecto al dia 14
d.p.i (Gratico N°6). En los grupos controles los valores fluctuaron entre
4,68+2,87% y 5,0012,67%, independientemente del dia observado. Los
indices en los animales del grupo CIA, fueron 7,35+235%, 7,06£2,72%,
11,9843,13%, 15,2245,30% y 16,68+4,95%, a los 14, 28, 42, 56 y 70 d.p.i
respectivamente (Tabla N°6). El analisis de varianza establecié que existian
diferencias significativas entre los dias 14 con 42, 56 y 70, y entre los dias 28
con 42, 56 y 70 d.p.i (p>0,05). Ademas se encontraron diferencias (P<0,05)

entre CIA y controles a partir del dia 42 postratamiento.



GRAFICO N°

Indice (%) de area de lecho vascular por area de membrana sinovial, en
animales CIA y controles
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TABLA N°6

Indice (%) de area de lecho vascular por area de membrana sinovial, en
animales CIA y controles

DIAS
POST INDICE (%) COMPARACION
INDUCCION CIAY
CONTROLES
CIA CONTROL
14 7,352,352 5,30 £ 3,94 p>0,05
28 7,06 £2,72 2 5,60 % 2,67 p>0,05
42 *11,98 £ 3,13b 4,68 + 2,87 P<0,05
56 *15,224 5,30b 4384227 P<0,05
70 16,68+ 4,95 b 5,1341,97 P<0,05
+ +
PROMEDIO 11,66 % 4,40 5,02 % 0,48

* (Letras distintas distribuidas en forma vertical indican diferencias significativas entre dfas)
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7.6.1.3. Apoptosis en cartilago articular:

A nivel del cartilago articular, los condrocitos presentaron
inmunoreactividad positiva a apoptosis, en nucleo y/o citoplasma (Figura N°
0), cuyo indice apoptotico (IAp), aumentd sostenidamente en animales CIA al
avanzar los dias de tratamiento a diferencia del grupo control que mantuvo los

valores constantes (Grafico N° 7).

Como se observa en la Tabla N°7, IAp para los ratones del grupo
control vari6 entre 7,46£1,99% vy 9,62+1,63%, independiente del dia,
mientras que para los animales del grupo CIA, el indice aumenté en forma
progresiva a partir del dia 14 (9,3312,74%) hasta el dia 70 (28,30£1,25%).

En el analisis estadistico, las diferencias entre los dias de tratamiento
tueron significativas (p<0,05) entre los dias 14 y 42, 14 y 56, 14 y 70, 28 y 50,
28 y 70 y entre los dfas 42 y 70 (Tabla N°7).
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Tabla 7

Indice apoptético IAp%) del cartilago articular

DIAS INDICE APOPTOTICO EN
CARTILAGO /AREA ,
POST NUCLEAR CELULAR | COMPARACION
INDUCCION TOTAL/AREA NUCLEAR CIAY
APOPTOTICA (%) CONTROLES
CIA CONTROL
14 9,33 +2,74a 8,85%0,95 p>0,05
28 14,99+2,46 ab 7,46%1,99 P<0,05
42 20,48+233bc | 8,18%2,93 P<0,05
56 24204148 cd | 9,48+0,56 P<0,05
70 28,30+1,25d 9,6211,63 P<0,05
19,4617,48 8,7110,90
PROMEDIO

* (Letras distintas distribuidas en forma vertical indican diferencias significativas entre dfas).

GRAFICO N°7
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FIGURA N°6: Fotograﬁ'a de cartilago articular en ratén control (200x),
donde se puede apreciar el escaso porcentaje de condrocitos positivos para

apoptosis (flechas).

FIGURA N°7 Fotografia de cartilago artlcular A Raton de 42 dias (ZOOX)

se aprecia un mayor porcentaje de condrocitos con inmunoreaccion positiva a
apoptosis (flechas); B: Raton de 70 dias, donde se observa el pannus sinovial
invadiendo el cartilago articular (flechas) y una alta proporcién de condrocitos
apoptoticos.
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7.7. ANALISIS DE CORRELACION:

Al calcular el indice de correlaciéon entre indice artritico y valores de
angiogénesis en membrana sinovial, se encontré una significativa correlacion

positiva (r=0,95; p<0,05), como se muestra en el Grafico N°8.

En cuanto a IAp en el cartilago articular, resulté ser de r=0,90

(p<0,05), lo que establece que estas dos variables se encuentran altamente

correlacionadas (Grafico N°9).

GRAFICO N°8

Correlacion entre la angiogénesis en membrana sinovial e indice artritico
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8. DISCUSION

El analisis histopatolégico del tejido sinovial de los animales artriticos,
revela que los leucocitos PMN neutréfilos comienzan a acumularse a partir
de los 14 d.p.i, esta infiltracién indica el comienzo del proceso inflamatorio y
su presencia, aunque discreta, esta asociada a la liberaciéon de mediadores que
conduciran a la acumulacién progresiva de leucocitos, que en este estudio fue
significativo solo a partir del dia 42 d.p.i,, fecha coincidente con el aumento
significativo de fibrosis, etapa asociada a la fase cronica de la inflamacion.
Estos hallazgos coinciden con el concepto de inflamacién crénica descrito por
Cotran et al., (2000), quienes identifican al macréfago como el tipo celular
predominante en esta fase inflamatoria, el que estimulado por células T
activadas (a través del IFNYy) va a producir fibrosis via produccién de factores
de crecimiento, citocinas fibrogénicas y factores angiogénicos. Estas
interacciones entre mediadores son las que establecen la base para la
persistencia de la respuesta inflamatoria, la que finalmente lleva a que el dafio

progrese cada vez mas.

La inmunomarcacion de endotelio vascular, con el factor de von
Willenbrand (FvW), detecté tempranamente (14d.p.i) el inicio de actividad
angionénica asociada con activacion y proliferacién endotelial. Sin embargo, la
medicién del area total correspondiente a vascularizacién efectiva (lecho
vascular) de la membrana sinovial, fue significativa a los 42d.p.i, coincidiendo
con el aumento de la densidad leucocitaria en el tejido articular. Esto indicaria,
el rol fundamental que jugarian los vasos funcionales para el desarrollo de la
enfermedad, ya que facilitarfa una mayor llegada de células y mediadores
inflamatorios al lugar, perpetuando, mas aun, el proceso y llevandolo a una
fase de cronicidad. Similares resultados mostraron Lu ez al, (2000), quienes

usando este mismo modelo experimental, midieron vascularidad a través de la
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deteccion del FvW y el VEGF, obteniendo altos valores de inmunomarcacion
al dfa 40d.p.i, atribuyendo a estos factores, un papel clave para el desarrollo de
angiogénesis en respuesta a la accién de citoquinas como la IL-1, TNFa, I11-8
y al factor de crecimiento fibroblastico. Estos mismos autores, mencionan que
el aumento de la celularidad en la sinovial artritica produce un ambiente
hipdxico, con la formaciéon de radicales libres de oxigeno y NO, que en
conjunto actian para estimular la producciéon del VEGF. Sin embargo, el NO
también es el responsable de producir mutaciones en el gen p53,
disminuyendo la apoptosis a nivel de los fibroblastos sinoviales lo que
contribuye al aumento del grosor en la membrana sinovial (Van't Hof e 4/,

2000), situacion similar a lo observado en este estudio.

El indice de densidad celular a nivel de la membrana sinovial (IDCms),
el grado de fibrosis (pannus) y aumento de vascularizaciéon, observado en
nuestro modelo experimental, es consistente con lo informado por De Bandt
¢t al., (2003), quienes utilizando, también un modelo CIA, inhibieron la accién
del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) mediante un receptor de
unién especifico y encontraron, que en los animales tratados no se desarroll6
la enfermedad, en cambio en los no tratados con inhibidor de VEGF
comenz6 de manera notoria la formacion de pannus celular al dia 32 d.p.i. No
obstante, que nuestros resultados muestran formacién ya significativa de
pannus, al dia 42, este se establecerfa después del dia 28 d.p.i y antes del dia 42

lo que serfa similar a lo obtenido por De Bandt ez a/., (2003).

Por otra parte, la deteccion histopatologica de dafio del cartilago
articular, es un evento que implica destrucciéon masiva de condrocitos, lo que
se observé en forma significativa a los 42 d.p.i. Etapa que coincide con la
mayor formaciéon de fibrosis, angiogénesis e infiltracion de células

inflamatorias (IDCms), lo que en conjunto forma el pannus celular.. El dafio
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del cartilago articular, observado en este estudio, es consistente con lo
seflalado por McCachren ez al, (1990) y Aryeh ez al., (2006) quienes informan
que en el pannus se presentan altos niveles de expresion metaloproteinasas de
matriz (MMPs), siendo una de las mas importantes en AR la MMP-1
(Colagenasa), la que tiene capacidad de degradar el colageno tipo II presente
en el cartilago articular, lo que contribuye a su destruccién, con la consiguiente

erosion del hueso articular.

Los resultados logrados con inmunomarcaciéon de fragmentacion de
ADN en condrocitos, como indicador de apoptosis, revelaron un incremento
significativo del IAp a los 28 d.p.i, sefalando precozmente indicios de dafio a
nivel del cartilago Estos resultados concuerdan con lo realizado por Van't
Hof et al., (2000), quienes mediante método de TUNEL detectaron apoptosis
en cartilago de pacientes artriticos. Ellos asociaron este dafio a un ambiente
inflamatorio con produccién de oxido nitrico (NO) que es un reconocido
agente apoptotico. A nivel de cartilago, NO es uno de los causantes de su
destruccion., ya que ademas de inducir apoptodsis, es responsable de inhibir
la produccién de matriz por parte de los condrocitos y activar la sintesis de
MMP (Van't Hof e al., 2000),

Al relacionar los resultados histopatolégicos con el indice artritico (IA),
obtenidos en los animales experimentales, se observé que a los 14 d.p.i la
infiltracién leucocitaria ain no fue tan intensa como para producir efectos
clinicos macroscopicos (IA= 0), situacion que cambia cuando el pannus
sinovial invade y destruye los tejidos adyacentes, coincidiendo clinicamente

con IA=2 (42 d.p.i) . Situacién no consignada por otros autores.

Asi, es solo al dia 28 d.pi en que comienzan a verse diferencias
significativas, promediando un grado IA de 1 (signos de eritema articular), y ya

el IA promedio era 2 (hinchazén y edema), lo que estarfa relacionado
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principalmente por la considerable infiltracién de células inflamatorias a nivel

de la membrana synovial.

Por lo tanto, en ese modelo, tanto el indice apoptdtico como la
angiogénesis son los primeros indicadores histologicos de CIA, resultando
significativos ya a los 28 d.p.i. En este periodo, a nivel clinico comienzan a
aparecer las primeras manifestaciones de la enfermedad con un indice artritico

promedio cercano a 1.

La histopatologia convencional y la inmunohistoquimica permitieron
detectar cambios tempranos que, aunque discretos, son claros indicadores del
inicio del establecimiento del proceso inflamatorio como es la aparicién de
PMN neutréfilos en la membrana sinovial, proliferacion endotelial con
desarrollo de brotes angiogénicos y aumento de la actividad apoptotica en el

cartilago articular.

Un hallazgo ciertamente interesante es el hecho que el aumento de
ambos parametros, angiogénesis y apoptosis estan altamente correlacionados
con el aumento de la severidad clinica (IA), por tanto, son aspectos
importantes de estudiar para diseflar futuros esquemas terapéuticos que

apunten a controlar estos sucesos.
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9. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion se

puede concluir:

1. En este modelo experimental se logré reproducir con éxito el cuadro
clinico de artritis inducida con colageno bovino tipo II, observandose
cambios macroscopicos considerados en el IA= 1 a partir del dia
28d.p.1, detectandose mas temprano, a partir del dia 14d.p.i., los

primeros cambios histopatolégicos.

2. Cuando los animales presentan un promedio de IA = 2 o superior
(42d.p.i) ya se encuentra establecida la fase de inflamacién crénica, que

caracteriza a esta enfermedad.

3. El aumento de angiogénesis y apoptosis estan altamente

correlacionados con el aumento del indice de severidad clinica (IA).

4. La histopatologia convencional y la inmunohistoquimica permitieron
detectar cambios tempranos que, aunque discretos, son claros
indicadores del inicio del establecimiento del proceso inflamatorio
como la aparicion de PMN neutréfilos en la membrana sinovial,
proliferacion endotelial con desarrollo de brotes angiogénicos y el

aumento de la actividad apoptética de condrocitos.
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ANEXO N°1: SILANIZACION DE PORTABOJETOS

SOLUCIONES: 3- aminopropythiethoxysilane (xilano) al 2% en acetona
pura (p.a).
PROCEDIMIENTOS:

e Limpiar los portaobjetos con soluciéon de alcohol-clorhidrico (etanol

95% con 0,5 de HCL.
e Enjuagar en acetona pura p.a durante 1 minuto (este primer enjuague
puede ser en acetona comun para ahorrar la acetona p.a).

e Sumergir los portaobjetos en solucién de 3- aminopropythiethoxysilane
(xilano) al 2% en acetona p.a durante 3 minutos.

e Enjuagar en acetona p.a (esta si debe ser acetona pura) por 15
segundos.

e Secar rapidamente utilizando aire caliente (secador).

e Dejar secar durante 1 hora a 60°C o toda la noche a temperatura
ambiente .



57

ANEXO N°2: PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA
INMUNOTINCION DE ANGIOGENESIS CON FACTOR DE VON
WILLENBRAND (FvW)

1. DESPARAFINAR CORTES HASTA AGUA DESTILLADA:

Xilol 1 = 5 min.
Xilol 2 = 5 min.
Xilol3 = 5 min.

Alcohol 99°(1) = 5 min.
Alcohol99° (2) = 5 min.
Alcohol96° (1) = 5min.
Alcohol96°(2) = 5min
Alcohol96° (3) = 5 min.

Agua destilada = 5 min.
Retirar exceso de agua con una gasa, y marcar alrededor de la muestra con

lapiz hidrofébico.

2. Recuperacién de inmunoreactividad, con “Proteinasa K enzima”.(Dako,
USA) Una gota (40ul) en 2 ml de PBS (pH 7.2) a temperatura ambiente

en agitador durante 15 minutos.

3. Lavado con agua destilada: Un enjuague rapido y tres lavados de 5 minutos
cada uno.

4. Bloqueo de peroxidasa endégena, con agua oxigenada 10 volumenes al 3%
durante 25 minutos en el agitador a temperatura ambiente.

5. Lavado con agua destilada, un enjuague rapido y tres lavados de 5 minutos
cada uno, el dltimo lavado con PBS (pH 7.2).

6. Bloqueo de uniones inespecificas, con PBS + BSA al 1%, durante 25 min
en agitador a temperatura ambiente sin lavar.

7. Incubacién con anticuerpo primario, anti-factor de von Willenbrand en
concentracion 0,5:1000 en PBS mas BSA al 1% durante toda la noche a
4°C.
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8. Dejar una hora a temperatura ambiente prévio al lavado.

9. Lavado en PBS pH 7,2 . Un lavado rapido y tres lavados de 5 minutos cada

uno.

10. Incubacién con anticuerpo secundario, biotinilado anti.rabbit para factor
de von Willenbrand en concentracion de 1:200 en PBS mas BSA al 1%
durante 60 minutos a temperatura ambiente.

11. Lavado en PBS pH 7,2, un lavado rapido y tres lavados de 5 minutos cada
uno.

12. Incubacién con conjugado de estreptavidina/peroxidasa, diluido 1:200 en
PBS mas BSA al 1% durante 60 minutos a temperatura ambiente.
13. Lavado en PBS pH 7,2 a 7,4, un lavado rapido y tres lavados de 5 minutos

cada uno.

14. Incubar con solucién sustrato cromoégeno DAB. 1 gota en 2 ml de buffer
durante 3 minutos, de oscuridad.

15. Lavado con agua destilada: Un enjuague rapido y dos lavados de 5
minutos cada uno.

16. Contratincién con Hematoxilina: paso rapido por Hematoxilina.

17. Lavar bien en agua corriente.

18. Carbonato de litio por 3 minutos.

19. Lavado en agua corriente por 5 minutos.
20. Alcohol 96°, rapido 1 minuto.

21. Alcohol 100° rapido 1 minuto.

22. Alcohol 100° 5 minutos.

23. Alcohol 100°, 5 minutos.

24. Xiloles I, II y III 5 minutos cada uno.
25. Montaje.
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ANEXO N°3: PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA
DETECCION DE APOPTOSIS CELULAR (METODO DE TUNEL)
KIT APOPTAG ®

1. Desparafinar cortes histoldgicos:

Xilol 1 = 5 min.
Xilol 2 = 5 min.
Xilol3 = 5 min.

Alcohol 99°(1) = 5 min.
Alcohol99° (2) = 5 min.
Alcohol96° (1) = 5min.
Alcohol96°(2) = 5min
Alcohol96° (3) = 5 min.

2. Sumergir muestras en PBS pH 7,4 durante 5 minutos.
Retirar exceso de agua con una gasa, y marcar alrededor de la muestra con

lapiz hidrofébico.

3. Recuperacién antigénica, aplicar Proteinasa K (20pg/ml) durante 15
minutos.

4. Dos Lavados con PBS (pH 7,4)5 minutos cada uno

5. Bloqueo de peroxidasa endogena, tratar las muestras con 3% de agua
oxigenada en PBS durante 25 minutos.

6. Lavar dos veces con PBS (pH 7,4) 5 minutos cada uno.

7. Aplicar buffer equilibrante, retirar el exceso de liquido, luego aplicar
inmediatamente 70ul de buffer directamente en la muestra. Incubar durante
10 minutos a temperatura ambiente.

8. Retirar el exceso de liquido, y aplicar inmediatamente 55ul de enzima TdT.
9. Incubar en camara himeda en estufa universal a 37°C por una hora.

10. Detener actividad enzimidtica con inhibidor (Working strength stop/wash

buffer) agitar por 15 segundos e incubar por 10 minutos a temperatura
ambiente.

11. Lavar las muestras 3 veces en PBS (pH 7,4) 3 minutos por vez.
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12. Retirar el exceso de liquido cuidadosamente.

13. Aplicar anticuerpo Antidoxigenina peroxidasa conjugada, para este tamafo

de muestras son 55ul y quedan totalmente cubiertas), e incubar en camara
himeda por 30 minutos a temperatura ambiente.

14. Lavar las muestras con PBS pH 7,4 tres veces, durante tres minutos cada
vez a temperatura ambiente.

15. Revelar el color en sustrato de Peroxidasa, retirar el exceso de liquido

cuidadosamente, y aplicar suficiente peroxidasa (55ul), durante 3 minutos a
temperatura ambiente.

16. Lavar las muestras en tres cambios de agua destilada por 1 minutos cada
vez y luego incubar con agua destilada durante 5 minutos.

17. Contratincién con Hematoxilina durante un segundo.

18. Lavar con agua corriente durante 5 minutos y luego sumergir las muestras
en carbonato de litio por 3 minutos.

19. Lavar las muestras con agua corriente por 5 minutos

20. Alcohol 96°, rapido 1 minuto.

21. Alcohol 100° rapido 1 minuto.

22. alcohol 100° 5 minutos.

23. Alcohol 100°, 5 minutos.

24. Xiloles I, IT y III 5 minutos cada uno.
25. Montaje.
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