Vernal R, Velasquez E, Gamonal J
Respuesta inmune Thl en la osteoartritis de la articulacion temporomandibular

Respuesta inmune Th1 en la osteoartritis
de la articulacion temporomandibular

Vernal R*, Velasquez E**, Gamonal J***

RESUMEN

Propésito. La osteoartritis temporomandibular es una enfermedad articular degenerativa, caracterizada por la
destruccion del cartilago y hueso articular consecutiva a la respuesta inflamatoria e inmune desarrollada. En el
presente trabajo se evalla la expresion a nivel de ARN mensajero de diversas citoquinas proinflamatorias en los
sinoviocitos articulares de individuos afectados por osteoartritis temporomandibular.

Material y métodos. En 12 pacientes afectados de osteoartritis temporomandibular y en 6 sujetos sanos se
evaluo la expresién de citoquinas en sinoviocitos de la articulacién temporomandibular mediante la técnica de
PCR cuantitativa en tiempo real.

Resultados. Significativamente mayores niveles de IL-1pB, IL-2, IL-12, IL-17, TNFa, TNFp e IFNy fueron obser-
vados en pacientes afectados de osteoartritis temporomandibular en comparacién a sujetos sanos. En los
sujetos enfermos la citoquina predominante fue IL-12 y en los sanos fue IL-10.

Conclusion. Tomados en conjunto, nuestros datos demuestran una asociacién de elevados niveles de citoquinas
propias de una respuesta inmune Th1 y la destruccién observada durante la osteoartritis temporomandibular.
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SUMMARY

Background. Temporomandibular osteoarthritis is a degenerative disease that affects the temporomandibular
joint and is characterized by the cartilage and bone destruction caused by the inflammatory and immune
response. This communication reports on the expression of proinflammatory cytokines in synovial cells of
patients with temporomandibular osteoarthritis.

Methods. In twelve temporomandibular osteoarthritis patients and six healthy control subjects, cytokine
expression in synovial cells was evaluated by quantitative PCR.

Results. Levels of IL-1B, IL-2, IL-12, IL-17, TNFo, TNFp e IFNy were significantly higher in synovial cells of patients
than in controls. In particular, IL-12 was the predominant cytokine in patients and IL-12 in healthy subjects.
Conclusion. Taken together, these data suggest that a Th1 immune response is associated to the destruction
observed during the temporomandibular osteoarthritis.
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INTRODUCCION

Los trastornos temporomandibulares corresponden
a un conjunto de patologias de etiologia y sintoma-
tologia diversa que afectan a la musculatura masti-
catoria, las articulaciones temporomandibulares
(ATM) y sus estructuras asociadas!2. La osteoartri-
tis (OA) corresponde a un trastorno degenerativo
de las ATM caracterizado por una degradacion del
cartilago articular y una destruccién ésea reaccio-
nal'?. Variables grados de inflamacién han sido
descritos en la literatura cientifica, en donde se ha
propuesto que varios mediadores inflamatorios,
tales como interleuquina (IL) -1, IL-6, factor de
necrosis tumoral-alfa (TNFa) y prostaglandina E,
(PGE,), servirian como marcadores de activa de-
generacion de la ATM durante la OA>#. A pesar de
los recientes avances en el conocimiento de las
bases celulares y moleculares de la patofisiologia
de la OA muchos aspectos de su etiopatogenia que-
dan aun por resolver. El objetivo de este trabajo es
determinar el tipo de respuesta inflamatoria predo-
minante en las ATM de individuos afectados de
OA, a través de la evaluacion de los niveles de IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, TNFa,
TNFB e IFNy presentes, mediante la técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa
(gPCR).

MATERIAL Y METODOS
Seleccion de los pacientes

Fueron estudiados 12 pacientes (4 hombres y 8
mujeres con edad promedio de 41,4+2,4 anos)
con el diagnéstico clinico de OA temporomandi-
bular. Los criterios clinicos diagnésticos fueron:
Impedimento de la movilidad articular, dolor arti-
cular y cambios degenerativos en las superficies
Oseas articulares evaluada mediante tomografia.
Los pacientes fueron evaluados y los datos clini-
cos fueron registrados por 2 evaluadores indepen-
dientes y la toma de muestra se procedi6 a realizar
habiendo interrumpido el tratamiento farmacol6-
gico indicado en al menos 2 semanas previas.
Como grupo control fueron evaluados 6 individuos
sanos (2 hombres y 4 mujeres con edad promedio
de 39,0%2,2).
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Coleccion de la muestra

Las muestras de fluido sinovial fueron obtenidas me-
diante anestesia local extracapsular de la ATM. 2 mL
de suero fisiolégico fue inyectado en el comparti-
miento superior de la articulacién y 1 minuto des-
pués 2 mL de una mezcla de solucién salina y fluido
sinovial fue aspirada y centrifugada para la obten-
cién de células sinoviales, las que fueron inmediata-
mente sumergidas en 5 mL medio de cultivo estéril
RPMI 1640 suplementado con 50 Ul/mL de penicili-
na, 50 ug/mL de estreptomicina, 200 mM de L-glu-
tamina (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) y
10% de suero bovino fetal (Gibco Invitrogen, Grand
Island, NY, USA), y mantenidas a 4°C para posterior
extraccion de ARN total.

Extraccién de ARN total

Previo lavado 2 veces en PBS, las células fueron re-
suspendidas en 400 uL. de amortiguador de lisis NP40
suplementado con VRC 10 mM y sometidas a agita-
cién constantemente durante 10 segundos hasta lo-
grar completa lisis celular. Posterior a centrifugacion a
18.000 xg, 350 uL de sobrenadante fue resuspendido
en 20 uL de SDS, 12 uL. de EDTA 0,5 My 10 uL de
proteinasa K 10 mg/mL, para ser incubadas durante
30 minutos a 37°C. 400 uL de fase acuosa se obtuvo
luego de agitacion vigorosa en 400 uL de cloropéan
durante un minuto, a partir de la cual se procedi6 a la
precipitacion del ARN en 40 uL de acetato de sodio 3
M, 1 uL de glicégenoy 1 mL de etanol 100% durante
al menos 1 hora a —20°C. El ARN total se precipité
en 20 uL de agua libre de ARNasas.

Construccion de la primera cadena de cDNA

La primera cadena de cADN se construy6 utilizando
el kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis, de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (Roche
Applied Science, Mannhein, Germany). Brevemente,
1 ng de ARN total fue retrotranscrito en termocicla-
dor (MWG AG Biotech, Germany) en 20 uL de volu-
men final de primeros hexaméricos aleatorios 60 uM,
inhibidor de ARNasas 20 U, mezcla de deoxinucle6-
tidos 1 mM y enzima transcriptasa reversa 10 U en
agua libre de ARNasas, en las siguientes condiciones:
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Incubacién inicial a 25°C durante 10 minutos y luego
2 incubaciones a 50°C durante 1 hora y 85°C durante
5 minutos. Las muestras fueron almacenadas a —20°C
hasta posterior amplificacion mediante gPCR.

PCR cuantitativo

Para evaluar a expresion de IL-1j, IL-2, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10, IL-12, IL-17, TNFo, TNFP e IFNy se proce-
di6 a realizar amplificacién en termociclador en tiem-
po real ABI PRISMTM 7700 Sequence Detector
System (Applied Biosystems, CA, USA) utilizando el
kit FastStart TagMan Probe Master (Roche Applied
Science). Brevemente, 1 ug de cADN fue amplifica-
do en 20 uL de volumen final con FastStart TagMan
Master 1x, sonda de hidrélisis 250 nM, primer espe-
cificos (Tabla 1) 900 nM cada uno, en agua libre de
ARNasas en las siguientes condiciones: 1 ciclo de
95°C durante 10 minutos y 40 ciclos de 95°C du-
rante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto.

Analisis de los datos

Los datos fueron expresados como Ct, ACt y cuantifi-
cacion relativa RQ y analizados con el software esta-

distico SPSS 13.0 (Lead Technologies Inc., Charlote,
NC, dSA). El test Shapiro-Wilk fue utilizado para de-
terminar distribucién normal de lo datos. La prueba
estadistica t de Student no pareada de 2 colas fue
utilizada para analizar cada citoquina entre el grupos
control y experimental. La prueba ANOVA no pareada
de 2 colas y la prueba de Tukey se utilizaron para
comparar los niveles de citoquinas dentro del grupo
control y del experimental. Un p<0,05 fue considera-
do como diferencia estadisticamente significativa.

RESULTADOS

Los valores Ct de cada citoquina y los valores ACt
de cada citoquina ajustada al gen housekeeping
18S se resumen en la tabla 2. El Ct de 18S fue
similar entre grupo experimental y control
(22,288+1,94 vs. 22,349+1,34). Los valores Ct y
ACt de IL-1B, IL-2, IL-12, IL-17, TNFo, TNFP e IFNy
fueron significativamente mayores en pacientes con
OA temporomandibular en comparacién a sujetos
sanos. El Ct, pero no el ACt, de IL-5 fue significati-
vamente mayor en pacientes con OA versus con-
troles sanos. Al analizar la cuantificacién relativa RQ
de cada citoquina (Tabla 3) se observé que IL-12
fue la que se sobre-expresé con mayor intensidad

TABLA 1.- SONDAS Y FORWARD Y REVERSE PRIMERS UTILIZADOS LA AMPLIFICACION
MEDIANTE gqPCR DE LAS CITOQUINAS ESTUDIADAS Y DEL GEN CONTROL INTERNO 18S
Citoquina Forward Primer Reverse Primer Sonda*
IL-1B ctgtcctgegtgttgaaaga ttgggtaatttttgggatctaca 78
IL-2 aagttttacatgcccaagaagg aagtgaaagtttttgctttgagc 65
IL-4 caccgagttgaccgtaacag gccctgcagaaggtttcc 16
IL-5 ctctgaggattcctgttcctgt cagtacccccttgcacagtt 47
IL-6 gcccagdctatgaactccttct gaaggcagcaggcaacac 45
IL-10 tgggggagaacctgaagac ccttgctcttgttttcacagg 30
IL-12 p35 cactcccaaaacctgctgag tctcttcagaagtgcaagggta 50
IL-12 p40 ccctgacattctgegttca aggtcttgtccgtgaagactcta 37
IL-17 tgggaagacctcattggtgt ggatttcgtgggattgtgat 8
TNFo cagcctcttctccttcctgat gccagagggctgattagaga 29
TNFB ctaccgcccagceagtgtc gtggtgtcatggggaga 13
IFNy ggcattttgaagaattggaaag tttggatgctctggtcatctt 21
18S ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaagaacg 7

IL: Interleukina; TNF': Factor de necrosis tumoral; 18S: gen housekeeping de la sub-unidad 18S ribosomal.
* Sonda de hidrolisis FAM-conjugada (Roche Applied Science, Mannhein, Germany).
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TABLA 2.-Ct Y ACt DE IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, TNFa, TNFB E IFNy
EVALUADAS MEDIANTE QPCR EN PACIENTES CON OSTEOARTRITIS
TEMPOROMANDIBULAR Y CONTROLES SANOS

Osteoartritis temporomandibular

Controles sanos

N=12 N=6

Ct ACt Ct ACt
IL-1B 33,198 = 1,04 § 10,918 = 2,13 § 36,250 = 1,02 § 13,901 = 2,21 §
IL-2 32,985 = 1,20 § 10,705 = 2,07 ¥ 35,750 = 1,39 § 13,401 = 2,34 ¥
IL-4 36,424 + 1,48 14,144 = 1,38 36,625 = 1,27 14,276 = 2,22
IL-5 35,895 = 1,45 ¢ 13,615 = 1,26 37,218 = 0,68 14,869 = 1,61
IL-6 37,748 = 2,04 15,468 += 2,93 38,270 = 1,35 15,921 = 1,33
IL-10 37,247 = 1,62 14,967 = 2,61 36,465 + 0,96 14,116 = 1,71
IL-12 p35 23,946 = 1,52 § 1,666 = 1,42 § 28,930 + 2,96 § 6,581 = 2,96 §
IL-12 p40 25,035 = 2,34 § 2,755 = 1,55 § 29,960 = 1,73 § 7,611 = 1,48 §
IL-17 29,822 = 1,42 % 7,542 = 2,31 & 33,769 = 2,35 % 11,420 = 2,49 £
TNFo 32,477 = 1,51 § 10,197 = 2,56 F 35,127 = 0,95 § 12,778 = 1,96 F
TNFB 31,977 = 1,65 % 9,697 = 2,25 34,730 = 1,03 % 12,381 = 1,67 §
IFNy 23,893 = 1,94 § 1,613 = 2,49 £ 27,977 = 1,53 § 5,628 = 1,19 %
18S 22,288 = 1,94 22,349 + 1,34
Ct: Ciclo umbral; DCt=Ct citoquina - Ct 18S
$ p<0,001
# p<0,05

TABLA 3.- CUANTIFICACION RELATIVA DE IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17,
TNFo, TNFB E IFNy EVALUADAS MEDIANTE qPCR EN PACIENTES CON OSTEOARTRITIS
TEMPOROMANDIBULAR Y CONTROLES SANOS

Osteoartritis temporomandibular

Controles sanos

N=12 N=6
RQ Rango de error RQ Rango de error
IL-1B 7,9 1,8 -34,6 1,0 0,2-4,6
IL-2 6,5 2,5-27,2 1,0 0,2-5,0
IL-4 1,1 04- 2,8 1,0 0,2-4,7
IL-5 2,4 1,0- 57 1,0 0,3-3,1
IL-6 1,4 0,2-10,5 1,0 0,4-25
IL-10 0,6 0,1- 3,4 1,0 0,3-3.3
IL-12 p35 30,2 11,2 -81,0 1,0 0,1-7,8
IL-12 p40 29,0 9,9-85,0 1,0 0,4-2,8
IL-17 14,7 3,0-72,9 1,0 0,2-5,6
TNFo 6,0 1,0-35,4 1,0 0,3-3,9
TNFB 6,4 1,3 -30,6 1,0 0,3-3,2
IFNy 16,2 2,0-90,8 1,0 04-23

RQ: Cuantificacion relativa. Niveles de la citoquina en estudio en el grupo experimental y ajustado al gen housekeeping 18S cuando esta relacion es 1

en el grupo control sano.
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en sujetos con OA temporomandibular (30,2 y 29,0
para IL-12 p35 e IL-12 p40, respectivamente), IL-
1B, IL-2, IL-17, TNFa, TNFP e IFNy se sobreex-
presaron en cantidades moderadas e IL-10 se ob-
servé expresado con mayor intensidad en individuos
controles sanos.

DISCUSION

Durante la OA temporomandibular se desarrolla un
complejo proceso inflamatorio que involucra la sin-
tesis de una serie de citoquinas por parte de los
sinoviocitos y células infiltrantes inflamatorias, prin-
cipalmente del tipo linfocitario T'2. La cascada de
mediadores inflamatorios secretados lleva a la so-
breexpresién de citoquinas involucradas en la acti-
vacion de fibroblastos que secretan metaloprotei-
nasas y de precursores celulares de osteoclastos,
mediante citoquinas osteoactivas, que llevan a dife-
renciacién y activaciéon de osteoclastos, que en de-
finitiva causan la destrucciéon de la matriz organica
y mineral del cartilago y hueso articular, caracteris-
ticos de la patologia'2.

Diferentes mediadores inflamatorios han sido pro-
puestos como potenciales marcadores de la dege-
neracion articular durante la OA>#. Estudios recien-
tes han evaluado la asociaciéon de citoquinas
proinflamatorias y trastornos temporomandibulares
diversos, en donde, mediante ELISA, se ha estable-
cido que IL-1, IL-6, TNFoa, y PGE, se encuentran
asociados al dano articular®®.

Nuestro estudio evalué los niveles de distintas cito-
quinas en su asociacién al diagnéstico clinico de AO
temporomandibular. Mediante qPCR se observé sig-
nificativamente mayores niveles de IL-1B, IL-2, IL-
12, IL-17, TNFo, TNFP e IFNy en sujetos enfermos.

Los linfocitos T ayudadores (Th) del tipo CD4* pue-
den funcionalmente se divididos en al menos 2 sub-
tipos, Th1 y Th2, de acuerdo al patrén de citoquinas
que ellos expresan al ser activados®. Una respuesta
Th1 se caracteriza por un predominio en la sintesis
de citoquinas IL-18, IL-2, IL-12, TNFP e IFNy y se
relaciona con una respuesta de tipo celular, en don-
de neutrdéfilos y macréfagos cumplen un rol esencial
en el desarrollo de la patologia’. Por otro lado, una

respuesta Th2 se caracteriza por la expresién de ci-
toquinas tipo IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13, y se relaciona
con una respuesta del tipo humoral, en donde pre-
domina la sintesis de inmunoglobulinas reactivas a
los antigenos desencadenantes de la respuesta in-
mune’.

Entre los factores determinantes del tipo de respues-
ta Th desarrollado se puede enumerar: El tipo de
antigeno desencadenante de la respuesta, como este
antigeno es presentado por las células presentado-
ras de antigeno (APCs) a los linfocitos T efectores, el
tipo se senales co-estimulatorias expresadas por las
APCs, y, principalmente, el ambiente de citoquinas
existente®. A este respecto, se ha establecido que IL-
12 promueve la diferenciacion a un fenotipo Thl,
mientas IL-4 promueve la diferenciacién Th28.

En la actualidad, respuestas distintas al tipo Th1 o
Th2 han sido propuestas, tales como, Th17 depen-
diente de un predominio de IL-17, y respuesta Th3,
asociada a un predominio de IL-10%!°, profundizado
el conocimiento en el tipo de citoquina sintetizado
durante el proceso inflamatorio y enfatizando la im-
portancia del tipo de respuesta en el resultado final
de la enfermedad!'.

IL-10 y TGF (factor de crecimiento transformante-
beta) se han descrito como citoquinas inmunosu-
presivas y se han propuesto como mediadores esen-
ciales en la diferenciacién y actividad de linfocitos T
reguladores tipo 1 (Tr1) y Th3'2. Las propiedades
inmunosupresivas de las células Tr1 y T3 pueden
probablemente ser explicadas por la propiedad de
las citoquinas en inhibir la funcién de las APCs. Cé-
lulas dendriticas tratadas in vitro con IL-10 disminu-
yen la sintesis de citoquinas proinflamatorias, inclu-
yendo IL-1B, IL-6, TNFa e IL-12, inhibiendo la
induccién de células Th1 especificas al antigeno y
regulando la respuesta de las células T efectoras'>.

En forma similar a reportes previos, nuestros datos
muestran que mayores niveles de citoquinas se en-
cuentran asociados a desérdenes de la ATM en com-
paracién a controles sanos®!41°. A partir de los datos
obtenidos de nuestro estudio se puede concluir que
una respuesta del tipo Th1 se establece en las ATM de
individuos afectados de OA, en donde un predominio
de IL-12 es caracteristico de la lesiéon. Por otro lado,
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sujetos sanos muestran un predominio de IL-10, pu-
diéndose conjeturar una potencial respuesta regula-
dora, en donde linfocitos Th3 cumplirian un rol fun-
damental durante la salud articular. Una respuesta Th1,
activaria mecanismos asociados a la sintesis de meta-
loproteinasas y de RANKL por parte de los fibroblas-
tos articulares, este ultimo asociado a la estimula-
cién de la diferenciacion y activacion de monocitos a
osteoclastos maduros, desencadenandose la des-
truccion del cartilago y hueso articular durante la OA
de las ATM!617,

En el futuro, la evaluacién de las citoquinas proinfla-
matorias como marcadores de la destruccién articu-
lar podrian ser tiles en el diagnéstico y monitoreo
de los desérdenes de la ATM. Nuevos estudios son
necesarios para dilucidar la distribucién temporo-
espacial de las citoquinas, la relacion sinérgica y anta-
donista de ellas, el rol de su relacién a sus receptores
especificos y los mecanismos regulatorios involucra-
dos en la aparicion y desarrollo de la enfermedad.
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