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RESUMEN.

La artritis reumatoide (AR) es la enfermedad articular inflamatoria mas comin que
afectaa 1% de la poblacién mundial, de causas multifactoriales, poligénica y autoinmune.
Se caracteriza por inflamacion articular cronica y posterior destruccion del cartilago y
hueso provocando deformidad, reduccion en la calidad de vida, muerte prematura y
elevados costos economicos.

La presente investigacion estudia durante €l curso de la enfermedad |os efectos de
la utilizacion como herramienta terapéutica € uso de Células Dendriticas (DCs)
estimul adas por cortos periodos con lipopolisacarido (LPS) y cargadas con colageno bovino
tipo |1, complementando con inyeccién intraperitoneal de corticoide ( Dexametasona) entre
los dias 29 a 34 post-inoculacién, utilizando e modelo murino de Artritis Reumatoide
inducida con colageno tipo Il (CIA). Logrando obtener su relacion con cambios
macroscopicos reflejados en los indices Swollen Joint Severity (inflamacién articular),
Joint Score (nUmero de articulaciones afectadas) obtenidos con medicién de pie de metro
tres veces por semana e indice Artritico (IA), y microscopicos con la medicion de puntaje
de dafio histopatoldgico a nivel del cartilago articular y fibrosis a nivel de la membrana
sinovial en muestras histologicas obtenidas luego del sacrificio de 5 ratones de la cepa
DBAllac) (H29) en cada uno de los 6 grupos de estudio: CIA, CIA+DEXA,
CIA+4hLPS/CII/DCs, CIA+DEXA/4hLPS/DCs, CIA+DEXA/CII/DCs,
CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs en los dias 47 y 70 post-inoculacién CIA para observar los
cambios durante el transcurso de la enfermedad.

El pre-acondicionamiento con dexametasona de |os ratones con CIA establecida fue
capaz deinterferir con la aparicion y progresion de la enfermedad durante un corto periodo.

Sin embargo, esta disminucién rgpida de la inflamacion facilité el despliegue de DCs



tolerogénicas pulsadas con antigeno, mostrando una mayor eficacia en € control de
progresion de CIA, que la observada en ratones CIA inoculados con DCs tolerogénicas sin
acondicionamiento con dexametasona. Esto se ve reflgado en la diferencia
estadisticamente significativa en los distintos pardmetros estudiados entre el grupo CIA,
grupo CIA+4hLPS/CII/DCsy grupo CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs.

La histopatol ogia convencional y la histoquimica permitieron observar los cambios
anivel de membrana y cartilago articular en los distintos grupos de estudio, corroborando

laseveridad de los signos clinicos através del transcurso y tratamiento CIA.

Palabr as claves: Artritis reumatoide, CIA, Células dendriticas, Dexametasona.



ABSTRACT.

Rheumatoid Arthritis (RA) is the most common inflammatory joint disease which
affects over 1% of the world's population. It is caused by mutlifactorials, polygenic and
autoimmune disorders. It is characterized by chronic inflammation and subsequent
destruction of the cartilage and bone, causing deformity, reduction in the quality of life,
premature death and high economic costs.

This research study, during the course of the disease, studied the effects of the use
of various therapeutic tools such as the use of dendritic cells (DCs) stimulated by short
periods with lipopolysaccharide (LPS) and loaded with bovine collagen type II,
complemented by intraperitoneal injection of corticosteroid, in this case Dexamethasone,
between 29 to 34 post-inoculations, in which was used a murine model of rheumatoid
arthritis induced with collagen type Il (CIA), able to obtain its relationship with
macroscopic changes reflected in the Swollen Joint Severity Index (joint inflammation)
and Joint Score (number of affected joints) obtained with measurement of a caliper
everyday and microscopics measured with the Athritic Index, scores of histopathological
damage at the level of the joint cartilage and fibrosis at the level of the synovia membrane
in histological samples obtained after the sacrifice of 5 mice of the strain DBA l/lacJ (H2q)
in each of the 6 study groups. CIA, CIA DEXA, CIA 4hLPS/11C/DCs, CIA DEXA/
4hLPS/DCs, CIA DEXA/IIC/DCs, CIA DEXA 4hLPS/11C/DCs in 47 days and 70 post-

inoculation CIA to observe the changes during the course of the disease.



The corticosteroid preconditioning of mice with established CIA may significantly
reduce the inflammatory status, thereby strengthening the regulatory activity of tolerogenic
4hLPS/CII/DCs. The conditioning with Dexamethasone was able to interfere with disease
onset and progression during a short period. However, this quenching of the inflammation
could have facilitated that antigen-pulsed tolerogenic DCs display a higher effectivenessin
controlling CIA progression than that observed when tolerogenic DCs were inoculated
without Dexamethasone conditioning.

This is reflected in the statistically significant difference in the various parameters
studied between the CIA groups, CIA+4hLPS/CII/DCsy CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs.

The conventional histology and histochemistry allowed to observe the changes at
the membrane and articular cartilage in the different study groups, confirming the severity

of clinical signs throughout the course and treatment CIA.

Key Words: Rheumatoid arthritis, CIA, Dendritic cells, Dexamethasone.



INTRODUCCION.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad sistémicay clinicamente heterogénea que
afecta a multiples articulaciones provocando inflamacion crénica, destruccidn progresiva de
cartilago y hueso, y una severa deformidad de la articulacion sinovial. La etiologia de la AR
aln no se conoce completamente, pero se ha demostrado que es una enfermedad que se
caracteriza por la expresion de autoanticuerpos, regulacion positiva de citoquinas y la
participacion de los genes del complejo mayor de histocompatibilidad clase [I (MHC 1) como
factores de riesgo (Oestergaard et al., 2008; Otero y B Goldring, 2007; Pamblad et al., 2001,
Tetlow y Woolley, 1995). Ademas, involucra inflamacién cronica en varias articulaciones y
destruccion del tgjido articular que es resultado directo de la produccion de metal oproteinasas
y radicales libres por macrofagos, neutrofilos, sinoviocitos y condrocitos presentes en la
articulacion (Thoshihico et al., 2000).

Las articulaciones afectadas corresponden a las del tipo diartrosis formadas por dos
superficies opuestas de hueso que estan cubiertas por cartilago hialino, lo que permite una baja
friccion en la interface articular. La membrana sinovial del espacio articular es e sitio de
produccion del fluido sinovial, que otorga la nutricion del cartilago articular y lubrica la
superficie cartilaginosa. La cépsula articular esta compuesta de dos capas, una externa
denominada “capa fibrosa”, compuesta por una densa capa de tejido conectivo y una interna
[lamada membrana sinovial o sinovia (Thoshihico et al., 2000). Se acepta que € tgido
sinovial normal, caracterizado por una capa superficial de células, también denominada intima
sinovial, esta formado principamente por fibroblastos, macréfagos, adipocitos, fibras

nerviosas, capilares, ocasional mente polimorfo nucleares y linfocitos.



La intima sinovial se compone principamente por dos tipos ceulares. las tipos A,
originadas a partir de la médula 6sea, con caracteristicas ultraestructurales de monocitos
derivados de macréfagos. Se caracterizan por expresar marcadores de superficie como CD68 y
CD14; y las de tipo B corresponden a fibroblastos que forman alrededor del 75% a 80% de la
membrana. En €l curso de AR, la inflamacién a nivel de la membrana sinovial es € punto
clave en lafisiopatologia de la enfermedad. Histol gicamente se caracteriza por presentar una
pronunciada angiogénesis, hiperplasia celular, infiltracion de leucocitos y cambios en la
expresion de moléculas de adhesion en la superficie, ademas de proteinasas, inhibidores de
proteinasas y citoquinas (Lee y Weinbatt, 2001).

La excesiva proliferacion gque experimentan las células de la membrana sinovial,
provoca cambios en su estructura e induce la formacion de un tejido de granulacion
denominado pannus (Barberd y Dominguez, 2004). El pannus invade y destruye su entorno
local. Este tegjido es € responsable de las erosiones que se observan en AR. En una primera
fase e pannus celular compuesto de polimorfonucleares y fibroblastos presenta un gran nivel
de expresion de metal oproteinasas (MM Ps), destacandose en €l curso de AR MMP-1, 3, 9, 10
y 13 (Aryeh et al., 2006). En una fase mas avanzada de la enfermedad, e pannus es
reemplazado totalmente por un tejido fibroso minimamente vascularizado (Kobayas y Zif,
1975).

En la interfase entre la membrana sinovial de AR y € cartilago articular se forman
acumulos de células en proliferacion observadas penetrando la matriz extracelular del
cartilago. Del mismo modo, en la interfase entre la membrana sinovia inflamada y € hueso
subcondral adyacente existe evidencia de la activacion local de la resorcién dsea con

destruccion de la matriz ésea mineralizada, acompafiada por células que expresan fenotipos



caracteristicos de osteoclastos, incluyendo el mRNA del receptor de calcitonina, catepsinaK y
fosfatasa écida resistente a tartrato (TRAP) (Pettit et al., 2006). Aln cuando existe una
asociacion entre la inflamacion y € desarrollo del dafio articular, la destruccion puede
progresar a pesar de la presencia de una actividad inflamatoria atenuada, més aun, las
erosiones cartilaginosas y 6seas pueden desarrollarse en ausencia de signos clinicos de
inflamacion (van der Berg y van Riel 2005). Estudios recientes indican que a pesar de que los
mecanismos celulares especificos de la destruccién cartilaginosa y Osea son diferentes, el
Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a), IL-1 y otras citoquinas proinflamatorias y mediadores
pueden mangjar elementos de ambos procesos (van Lent 2006). El desarrollo reciente de
ensayos para marcadores bioldgicos especificos que reflgjan los cambios cuantitativos y
dindmicos en la sintesis y degradacion de productos de los componentes de la matriz
cartilaginosa y Gsea ofrece la posibilidad de identificar los pacientes con riesgo de un rgpido
dafio articular, y también la posibilidad de monitorear tempranamente la eficacia de terapias

anti-reumaticas (V erstappen et al.,2006).

MODELO CIA

Un gran variedad de model os experimentales de AR son utilizados para comprender las
esta patologia. Algunos modelos experimentales de AR son: Artritis Inducida por Antigeno
(AlA), Artritis Inducida por Adyuvante (AA), Artritis Inducida por Colageno (CIA), Artritis
Autoinmune Espontanea (SAA). Todos ellos se caracterizan por inflamacién de la membrana
sinovial, dafio del cartilago y destruccion 6sea. En todos estos modelos experimentales hay
una fase fundamental que debe ser criticamente examinada y esta corresponde a la fase

temprana de la enfermedad, caracterizada por la transicion de un estado inflamatorio agudo a



crénico. Estos model os animales sirven para evaluar la aparicion y los cambios en los niveles
de citogquinas mientras la enfermedad progresa, desde € inicio de la inflamacion articular,
siendo de gran utilidad para la obtencién de datos que pueden ayudar a revelar € rol de cada
mediador en las diferentes fases del proceso inflamatorio y destructivo de la articulacion
(Ferraccioli et al., 2010).

CIA presenta caracteristicas inmunoldgicas similares a AR ya gue involucra el evados
niveles de auto-anticuerpos y células T colageno especificas, 10 que se obtiene inmunizando
ratones DBA/1 con colageno bovino tipo Il. En este modelo de artritis, los anticuerpos anti-
colégeno tipo Il son vistos como factores importantes en el desarrollo de la AR, como la
transferencia de suero de ratones enfermos puede inducir CIA en receptores DBA/1 sanos
(Ferraccioli et al., 2010).

El colageno tipo Il es uno de los posibles candidatos como autoantigeno en AR en
humanos, estimulando clonotipos especificos que llevan al inicio de la fase temprana de AR.
Los datos implican a colageno tipo Il como un autoantigeno para la ocurrencia de artritis en
un modelo animal, el modelo de Artritis Inducida por Colageno (CIA). CIA es una poliartritis
inducida por sensibilizacién de cepas suceptibles de animales con colageno tipo 1l. Ambas
respuestas, celular y humoral, para e colageno tipo Il han sido observadas en animales
sensibilizados, y ambos componentes estan involucrados en la progresion de la enfermedad.
Ademas, para la inflamacion articular y € dafio del cartilago y del hueso, se vinculan a genes
residentes en e locus de histocompatibilidad y presencia de células T y B autoreactivas,
similares a o que ocurre en la enfermedad en humanos, haciendo de CIA uno de los modelos
mas usados para € estudio de lainflamacién que ocurre durante € desarrollo de la artritisy la

investigacion de drogas que pueden ser utilizadas en enfermedades humanas.



En este modelo lalL-6 en € dia 1 muestra un incremento significativo en el mRNA y
en los niveles de proteina en € tgido sinovial, e IL-1B y TNF-a al dia 1 demuestran niveles
maés altos de mMRNA que expresion de proteinas. TNF-a muestra un aumento significativo de
proteina entre los dias 4 y 8. Al dia 11, que representa €l peak de la artritis, los niveles de
proteina aln son significativamente muy altos paralL-1 3, y aunque a niveles mas bagjos que €
diauno para IL-6, alcanzan los niveles més atos para TNF-a, pero significativamente son los
valores més bajos que se presentan si se compara con las otras dos citoquinas (Van Holten et
al., 2004). Por lo tanto en este modelo, cambios en IL-6 sugieren que esta citoquina juega un
rol clave en la etapa temprana de la enfermedad y continla siendo importante durante la
transicion alafase més cronica. Lainactivacion del gen de IL-6 en ratones DBA/1J, muestra
una proteccion completa de CIA, y elo puede ser asociado con una reducida respuesta de
anticuerpos a colégeno tipo Il y la ausencia de células inflamatorias y dafio tisular en

articulaciones (Ferraccioli et a., 2010).

CELULASDENDRITICAS

Las células dendriticas (DC) tienen un rol clave en organizar lainmunidad a través de la
presentacion del antigeno a los linfocitos T, secretan citoquinas y quimioquinas que en
conjunto inducen larespuestade linfocitos T y B (Shortman y Naik, 2007).

Las DC humanas se distribuyen en dos subgrupos: DC mieloides o convencionalesy DC
plasmocitoides. Estos subgrupos constituyen una poblacion heterogénea en su distribucion en
los tegjidos, fenotipo y funcién (Shortman y Naik, 2007). Ambos grupos se encuentran en casi
todos los tejidos periféricos, como en érganos linfoides primarios (timo y médula 6sed) y

organos linfoides secundarios (linfonodos y bazo). Estas DCs pueden ser reconocidas por la



expresion de marcadores de superficie especificos y por sus propiedades inmunolbgicas
(Shortman 1997; Shortman y Naik 2007). Asi, las DC mieloides, se caracterizan por presentar
las moléculas de superficie CD11b y CD11c, se ubican en los tgjidos periféricos, en la zona
margina de los linfonodos, bazo y en sangre como células inmaduras, buscando
constantemente antigenos exdgenos y propios. El procesamiento antigénico por DCs en una
infeccion microbiana y sefia es inflamatorias derivadas de lipopolisacaridos (LPS), TNF-a, IL-
1 e IFNy, estimulan la diferenciacion y migracion de las DCs periféricas a los linfonodos
regionales. Durante este proceso de diferenciacion, también conocido como maduracion, las
DCs aumentan de tamafio, disminuyen su densidad y su capacidad de captura 'y procesamiento
antigénico. Ademas, aumentan la expresion de moléculas presentadoras de antigenos MHC
clase | y clase |l cargadas con péptidos, de moléculas co-estimuladoras (CD80 y CD86),
factores de crecimiento como IL-2, receptores de quimioquinas y moléculas de adhesion
(Sanchez-Sanchez 2006). Las DCs maduras son capaces de gatillar mecanismos de inmunidad
adaptativa, induciendo la activacion de células T virgenes y dirigiendo la diferenciacion hacia
linfocitos T efectores (Lebrey Tak, 2008).

La activacion de los linfocitos T por las DCs, se produce por medio de tres sefiales. Una
primera sefial esta dada por la union del complejo péptido-MHC con € receptor antigénico del
linfocito T (TCR), la segunda sefial ocurre a través de la interaccion de moléculas co-
estimul adoras (CD80/CD86) con su receptor (CD28) y por ultimo una tercera sefia dada por
el ambiente de citoquinas existente, gue conduce a la diferenciacion de linfocitos T en células
efectoras Thl, Th2 o Thl7, si se trata de linfocitos CD4+, o bien, alinfocitos T citotoxicos si

son CD8+ (Moghaddami et al., 2007).



CELULASDENDRITICASEN AR

Datos del rol de los subgrupos de DC en artritis experimental son escasos. Estudios
realizados por Leung et al., (2002) muestran que la presentacion de péptidos derivados de
coldgeno por DC maduras, derivadas de médula Osea, es suficiente para la induccion de
artritis en ratones DBA/1, pudiendo la CIA ser inhibida por € tratamiento con antagonistas de
TNF. En contraste a otros model os experimentales de artritis, la artritis localizada inducida por
DC en d sitio de inyeccién no se generaliza espontdneamente a las articulaciones no
involucradas, a pesar de la demostracion de células T circulantes reactivas a colageno.
Ademas, las DC pulsadas con colégeno han podido ser observadas en las areas de las células
T, tanto en los linfonodos popliteos como inguinales y algunas de las cdlulas T CD4+
asociadas con estas DC se encuentran activadas. Esto avala la funcién de las DC en la fase
inductiva de la artritis en este modelo, involucrando la activacion de células T en linfonodos
locales (Moghaddami et al.,2007).

Muchos de los datos existentes de DC en artritis experimental sefidlan € uso de DC
como herramienta terapéutica para aminorar la artritis. Al respecto, la vacunacion de ratones
CIA con DC inmaduras y DC activadas por 24 horas con LPS tienen efectos significativos en
el curso de la enfermedad; la administracién de DC moduladas con TNF propagadas en GM -
CSF con o sin IL-4 han evidenciado un retraso del inicio de la artritis y un menor *“score”
clinico. Van Duivenvoorde et al. (2007) observaron una disminucion especifica en larespuesta
col&geno-especifica Thl, evaluada a través de los titulos de 1gG2a, mientras que los niveles de
IgG1 no fueron afectados. Estos hallazgos dan razones para la utilizacion inmunoterapéutica

delasDC en AR.



Ademas, recientemente se ha descrito que inyecciones repetitivas con DC inmaduras
gatillan la expansién de poblaciones de células T reguladoras, con grandes propiedades
inmunomodul adoras, capaces de proteger ratones de CIA. Estas cdlulas T reguladoras fueron
caracterizadas por la expresion de la molécula CD49b y por la produccion de la citoquina anti-
inflamatoria IL-10 (Charbonnier et al., 2006). Estos datos demuestran que las DC inmaduras
pueden expandir y activar una nueva poblacion de células T reguladoras CD49b+, con un ato
poder inmunosupresivo y capaz de proteger de una enfermedad autoinmune.

Van Duivenvoorde et al. (2007) estudié DC derivadas de médula Gsea estimuladas con
TNF, IL-10 o dexametasona, 1os resultados obtenidos se resumen en que todos los subgrupos
de DC analizados fueron capaces de inhibir la induccién de CIA, pero la modulacion de la
respuesta inmune fue diferente. La vacunacion con DC moduladas con TNF o IL-10 altero €
balance Th1/Th2 o que se evidencié por lainduccion de cdlulas T que secretan IL-5eIL-10y
la reduccion concomitante de la razén 1gG2a/lgGl contra € antigeno inmunizado. En
contraste, las DC moduladas con dexametasona no afectaron la razén de IL-5 versus IFNy
producidas por las células T y tendieron a afectar |a respuesta de anticuerpos en una manerano
especifica

Salazar et al., (2008) utilizando DC semi-maduras demostrd que éstas pueden afectar €
resultado de CIA de manera antigeno especifica, 10 que se reflgfé en que ratones inoculados
con 4hLPS/CII/DCs, después de establecida la CIA, desarrollaron la enfermedad de forma
menos severa, 1o que fue determinado através del indice de inflamacion e indice artritico. Esto
también fue corroborado por medio de evaluacion histologica que reveld que los ratones
tratados con 4hLPS/CII/DCs desarrollaron en sus extremidades una menor sinovitis, menor

formacion de pannus, minimo dafio del cartilago y fibrosis. Ademas, e bloqueo ex vivo de la



produccion de IFNy antigeno-especifico por 4hLPS/CII/DCs sugirié que la inhibicion de la
progresion de la artritis podria ser consecuencia de la inhibicién in vivo de la produccion de
IFNy responsable del dafio observado en CIA. La diferenciacion de células naive T CD4+ a
células Thl que producen IFNy es critica para la generacion de anticuerpos 1gG2a en ratones,
logrando en este estudio determinar que lainoculacion con 4hLPS/CI1/DCs modifico € patron
Th1 establecido en ratones con CIA.

Como las DC son células presentadoras de antigenos (APC) que juegan roles claves en
iniciar la respuesta inmune especifica, a unir la inmunidad innata con la inmunidad
adaptativa, es de particular interés investigar los potenciales roles de estas células con € fin de
disefiar estrategias basadas en DC para modular € proceso artritico. Es por esto que las DC
son de gran interés para aplicaciones clinicas en autoinmunidad, especialmente si se trata de
un subgrupo de DC que puede inducir tolerancia antigeno-especifica. De este modo, es
importante descifrar las caracteristicas funcionales de los subgrupos de DC en artritis, en
orden de revelar aquellas subpoblaciones que pueden constituir € problema o la solucion a
proceso autoinmune. Estrategias que ayuden a identificar las moléculas derivadas de DC
involucradas en la iniciaciéon/perpetuacion de la artritis, estimulacion de céulas T y
diferenciacion de células B en productoras de auto-anti cuerpos, son importantes promesas para

un futuro tratamiento de AR (Lebrey Tak, 2008).

CORTICOSTEROIDES.

Los glucocorticoides o corticosteroides son fa&rmacos antialérgicos e inmunosupresores
derivados del cortisol o hidrocortisona, hormona producida por la corteza de la glandula

suprarrenal. Su uso terapéutico fuera de la endocrinologia data de la observacion realizada por



el reumatdlogo Philip Hench quien, suponiendo que los pacientes con AR tenian un déficit
adrenal, inyect6 en algunos pacientes cortisona, molécula de reciente produccién industrial.
El resultado obtenido fue tan contundente que se toma como gemplo en la medicina
traslaciona. En la actualidad, los glucocorticoides figuran entre las drogas mas usadas, y
paralelamente, méas temidas (Serra et a., 2012).

ACCIONES FARMACOLOGICAS:

Efectos antiinflamatorios, antialérgicos e inmunosupresores constituyen la base
terapéuticay se deben alainhibicion de:
-Produccion y secrecion de citoquinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-
8, IL-12, TNF-a IFN-y y GM-CSF, por interferencia directa sobre las cascadas y mecanismos
gendémicos.
-Acumulacion de macréfagos y neutréfilos en focos inflamatorios, por reprimir la expresion
de las moléculas de adhesién endoteliales y lasintesis del activador de plasmindgeno.
-Sintesis y liberacion de autacoides y de enzimas lisosomales en las reacciones de fase aguda.
-Degranulacion y respuesta de los mastocitos ala lgE.
-Expansion clona y citotoxicidad espontdnea mediada por células T.

Nuevas evidencias indican que los corticoides son mas inmunorreguladores que
inmunosupresores pues no anulan la secrecion de ciertas citoquinas (IL-4, GM-CSF y TGF-B);
aumentan la expresion de correceptores para casi todas las citoquinas (subunidad gp130) y

optimizan el curso temporal de larespuestade linfocitos T alalL-2.

USO DE COTICOIDESEN ENFERMEDADES NO ENDOCRINAS.

La utilizaciéon de corticoides en patologias no endocrinas se basa en aprovechar los

efectos antiinflamatorios, antialérgicos, inmunosupresores y antineoplasicos de estas drogas.
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Asi su uso se indican en: reumatopatias y colagenopatias (lupus, vasculitis, artritis
reumatoidea, dermatomiositis, esclerodermia, espondilitis anquilosante, sindrome de Sjdgren).
Enfermedades alérgicas y picadura de insectos; shock (anafiléactico y séptico), asma bronquial
(en la crisis y como preventivo), enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC),
dermatopatias de variada etiologia (eczemas, urticarias, prurito, dermatitis exfoliativa, pénfigo,
psoriasis); afecciones oculares (iritis, uveitis, corioretinitis, iridociclitis, conjuntivitis a érgica);
inmunosupresion en transplantes; sarcoidosis, sindrome nefrético; enfermedades neurol égicas
con componente autoinmune; hipercalcemia; como antineoplasico en leucemias; tratamiento
coadyuvante de infecciones, procesos neoplasicos, traumatismos craneoencefdicos,
prevencion del sindrome de enfermedad respiratoria neonatal (SDRI).

En conclusién, por més de 60 afios los corticoides han sido empleados para casi todas
las patologias con resultados dispares. Debido a sus importantes acciones antiinflamatorias, su
uso ha excedido € endocrino puro, y aunque una década después de su introduccién ya se
recomendaba cautela en su prescripcion por ladiversidad de efectos adversos que eran capaces
de provocar, |os corticoides entraron y se establ ecieron definitivamente en la practica médica.

En la actualidad, gracias al importante aval cientifico y experiencia clinica acumulados

puede lograrse su correcto uso (Serraet a., 2012).
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HIPOTESIS:
El tratamiento de ratones con artritis inducida por colageno bovino tipo 1l (CIA) con
células dendriticas (DCs) estimuladas por cortos periodos con LPS, en diversas formulaciones,
y cargadas con colédgeno tipo I, disminuye € dafio en las articulaciones, reflggado en un

menor score clinico y en andlisis histopatol 6gi co.

OBJETIVO GENERAL:

Estudiar morfoldgicamente los cambios producidos por los diversos tratamientos con
células dendriticas en las diversas formulaciones, logrando asi, definir €l papel terapéutico que

posee la administracién de células dendriticas con fenotipo regulador en e modelo CIA.

OBJETIVOSESPECIFICOS:

1. Describir microscopicamente con técnicas histologicas convencionales e
histoquimicas los cambios morfol 6gicos a nivel de las articulaciones en ratones inducidos con
CIA en los distintos grupos y diferentes dias de tratamientos y relacionar estos cambios con

los indicadores macroscopicos de inflamacion articular y nimero de articul aciones afectadas.

2. Evaluar en los distintos tiempos los diferentes tratamientos € dafio del cartilago

articular.

3. Evaluar en los distintos tiempos los diferentes tratamientos €l grado de fibrosis en

|as articul aciones afectadas.
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4. Relacionar los cambios histologicos con la evolucién de la enfermedad en los

distintos tratamientos en los diferentes dias eval uados.

MATERIALESY METODOS

Animales:

Se utilizaron ratones de la cepa DBA 1/lac] (H2q) procedentes de Jackson Laboratorios
(Bar Harbor, ME, USA). Los animales fueron mantenidos en € Bioterio Central del Instituto
de Ciencias Biomeédicas (ICBM), Facultad de Medicina, Universidad de Chile bajo las normas

bi oéti cas internacional es aceptadas.

Induccion de artritis con colageno bovino tipo Il (CIA):
Se inoculé colageno bovino tipo Il (CllI) (Chondrex, Redmond, WA, USA) via
subcuténea en la base de la cola de ratones genéticamente susceptibles DBA 1/lac], siguiendo

el protocolo descrito previamente por Courtenay et al. (1980).

Tratamiento previo con corticoides:
Se inyectd dexametasona (Sigma, St. Louis, CA, USA) diariamente
intraperitonealmente (i.p) en dosis de 2mg/kg entre los dias 29 a 34 post-induccién de CIA en

|os ratones.

Tratamiento con Células Dendriticas (DCs):
Céulas Dendriticas obtenidas de ratones DBA1/lac), de acuerdo a lo descrito por

Salazar et al., 2008, fueron cargadas con Cll y posteriormente estimuladas con
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lipopolisac&rido (LPS) por 4 horas (4hLPS/CII/DCs) las que fueron inyectadas

intraperitonealmente a dia 35 post-induccion de CIA.

Muestras:

Se sacrificaron ratones mediante protocolo aprobado por e comité de bioética de la
Facultad de Medicina, de la Universidad de Chile, en diferentes dias post-inoculacion con Cll
para obtener muestras que se utilizaron para el andlisis en histopatol6gico de tejido articular de
las extremidades afectadas que presentaron €l mayor indice artritico (1A). Paralelamente se
sacrificaron ratones sanos a utilizar como controles, siendo inoculados con solucion salina
(PBS).

Las mediciones se redlizaron a nivel de cada articulacién de las extremidades
afectadas, es decir: articulaciones interfaldngicas distal (IFD), interfaldngicas proxima (IFP),

metacarpo o metatarso faldngicas (MC-F o MT-F), intercarpales o intertarsales (IC 0 IT).

Obtencion del Indice Artritico (1A):
Calculado de acuerdo alo descrito por Yuasa et al. (1999), € que define una escala de
rangos de 0-4 cuya lectura es la siguiente:
- 0: Raton normal.
- 1: Eritemaarticular.
- 2: Hinchazdn con edemay eritema.
- 3. Edemasevero y eritema desde articulacion a pliegues interdigitales.

- 4: Edemay deformacion méxima con anquilosis.
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El IA total de cada animal corresponde a la sumatoria de los puntajes obtenidos en cada

uno de los miembros anteriores y posteriores, con un maximo de 16 puntos.

Procesamiento de las muestras:

Todas las muestras obtenidas fueron fijadas por 24 horas en formaina a 10%.
Posteriormente fueron decalcificadas en EDTA a 10% por 6 semanas. Luego se
deshidrataron en acoholes y aclaradas en xilol en un procesador automético de tejidos
(Shandon, Citadle 2000, USA). Posteriormente las muestras fueron incluidas en parafinay
cortadas en un micrétomo de rotacion (Wetzlar, USA) a 4um de grosor. Los cortes fueron
montados en portaobjetos albuminados (Lépez et al., 1982). Por dltimo, los cortes se

desparafinaron y rehidrataron para aplicar las técnicas seleccionadas.

Andlisis delas muestras:
Analisis histopatol dgico:

Con las muestras en las que se realizaron técnicas convencionales, se realizé un
andlisis descriptivo general de la membrana sinovia y del cartilago articular durante los
distintos dias de andlisis y tratamiento utilizado. Redlizando ademés las siguientes
mediciones:

- Puntaje de dafo histopatol 6gico anivel del cartilago articular:

Se realizd de acuerdo a lo descrito por Jou et al., (2005), € que contempla los
siguientes parametros:
0= Cartilago normal.

1= Leve destruccion, con un foco de pérdida de condrocitos.
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2= Moderada destruccién, con multiples focos de pérdida de condrocitos.

3= Severa o destruccion total, pérdidatotal de condrocitos.

Grado defibrosis:

Se diagnostico segun €l nimero de capas de colageno y € nimero promedio de focos
defibrosis, en 5 campos diferentes, clasificandose de la siguiente forma:

0= Normal.

1=Leve (1 - 3 capasdefibrosis, < 2 focos).

2= Moderada (4-10 capas de fibrosis; 3-5 focos).

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

Digitalizacion deimagenes:

Para calcular los resultados de las areas de interés en los cortes utilizados para
andlisis histopatoldgico, se digitalizaron imagenes correspondientes a 5 campos
tomados a azar, con aumento de 100X, a una resolucion de 512 X 480 pixeles,
mediante una videocamara digital (Cool Snap-Pro CF, Media Cybernetic, USA)
montada en un microscopio Optico (Nikon Eclipse E-600) y conectada a una
computadora que posee un software morfométrico (Image Pro-Plus, Media

Cybernetics, USA).

16



Andlisis estadistico:
Los valores que se obtuvieron alo largo del estudio con € tratamiento aplicado
serén anadlizados mediante un “anélisis de varianza” (ANDEVA), donde los factores

gue se evaluaran corresponden a:

- Factor induccion de laenfermedad: Con 6 niveles:
-CIA= animales inducidos con artritis.
-CIA+4hLPS/CII/DCs
- CIA+Dexametasona.

- CIA+Dexametasona+Cl1/DCs
- CIA+Dexametasona+4hLPS/DCs

- CIA+ Dexametasona+4hLPS/CII/DCs

- Factor tiempo: 47 y 70 dias post-induccion CIA.

Las variables que mostraron diferencias significativas (p< 0,05) fueron comparadas

con €l test de rangos mdltiples de Tukey (Steel y Torrie, 1980).

Se compar6 € nivel de significancia entre los diferentes grupos utilizados en cada

fecha, paralo cual se utilizo la prueba de Sheffé.

Parad andlisis estadistico se utilizo € programa estadistico SAS (2000).
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RESULTADOS.

DETERMINACION DOSIS DEXAMETASONA.

De acuerdo a los dltimos avances en e tratamiento contra la AR referente a la
utilizacion de DCs, se planted combinar esta terapia con la administracion de dexametasona,
para lo cua se probaron distintas dosis hasta llegar a la mas adecuada, tomando como
pardmetros de mediciéon e indicador macroscopico de inflamacion articular (Figura 1A) y

numero de articulaciones afectadas (Figura 1B).
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Figura 1.Determinacion de la dosis de dexametasona (DXM) éptima para interferir con la
artritis murina inducida por colageno (CIA) activa, en ratones DBA1/lacJ. Una vez que CIA se
indujo con colageno bovino tipo Il, diferentes dosis de DXM (0,5; 1.0 y 2,0 mg/kg de peso) se
administraron intraperitonealmente a los dias 29 a 34 de iniciado el proceso autoinmune. A)
El indicador macroscépico de inflamacion articular (Swollen Joint Severity) y B) el nUmero de

articulaciones afectadas (Joint Score) se midieron hasta el dia 70.

Selogr6 determinar que la dosis adecuada de dexametasona correspondea  2mg/kg para
complementar e tratamiento con DCs, esto debido a la disminucién de las pendientes de las
curvas de Swollen Joints Severety y Joint Score. Posteriormente se procedié ainocular alos
ratones con CIA entre los dias 29 y 34 post induccién de CIA con la dosis determinada de
dexametasona y seguir con € tratamiento con DCs con € protocolo propuesto desde € inicio

del estudio. Los resultados obtenidos se reflegjan en el indicador macroscopico de inflamacion
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articular que se muestra en la Figura 2A y en € nuimero de articulaciones afectadas

representado en la Figura 2B.
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Figura 2. El pre-tratamiento con dexametasona (DXM) mejora la modulacion de artritis
murina inducida por colageno (CIA) activa proporcionada por la inoculacion de células
dendriticas (DCs) estimuladas por 4 horas con lipopolisacarido (LPS) y pulsadas con
colageno bovino tipo Il (Cll), en ratones DBAl/lacJ. Ratones con CIA activa recibieron pre-
tratamiento con DXM de 2,0 mg/kg de peso, y luego al dia 35 de inducida CIA, fueron
inoculados intraperitonealmente con 5 x 10°de DCs, de acuerdo a lo siguiente: CIA/DXM,
ratones controles con CIA que recibieron s6lo DXM; CIA/DXM/4hLPS/CII/DCs, ratones que
recibieron DXM y DCs estimuladas con LPS por 4 horas y pulsadas con ClIl;
CIA/DXM/4hLPS/DCs; ratones que recibieron DXM y DCs estimuladas con LPS por 4 horas
y no pulsadas con ClI; CIA/4hLPS/CII, ratones que recibieron sélo DCs estimuladas con LPS
por 4 horas y pulsadas con Cll. CIA/Agua Bidestilada correspondié a un grupo control del
experimento. Datos representativos de 3 experimentos con n=8-10 ratones por grupo. A) El
indicador macroscépico de inflamacién articular (Swollen Joint Severity) y B) el nimero de

articulaciones afectadas (Joint Score) se midieron hasta el dia 70.

ANALISISHISTOPATOLOGICO.

Al observar las muestras histol6gicas de los distintos grupos de tratamiento, se observan
grandes diferencias morfoldgicas entre ellos. Es asi, que € grupo control (CIA+Agua)
presentd los mayores cambios a nivel de la membrana sinovial, observandose una progresiva
infiltracién de células inflamatorias, ademés de aumento en e nimero de células sinoviaes se
observa una fibrosis marcada. Dentro de otros cambios, es notorio €l dafio anivel del cartilago
articular, observando en algunos casos pérdida o hipertrofia de condrocitos. A medida que la
enfermedad se hace cronica se agrega la aparicién del pannus que invade € cartilago y
posteriormente |o destruye siendo muy notorios los cambios a observar un corte histoldgico
de una articulacion sinovial de un ratén sano, donde es posible observar la disposicién
conservada de los condrocitos del cartilago hialino articular, formando tres capas que se

diferencian por la disposicion de estos, una conservada cavidad y membrana sinovial.
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Corte histologico de articulacion sinovial normal H-E (100x). Se observa la conservacion

del cartilago hialino articular, cavidad y membrana sinovial sin alteraciones morfologicas.

En el andlisis histopatol égico, es posible observar que € factor tiempo es clave en €
desarrollo de la enfermedad, ya que en dias mas avanzados de la inoculacion de CIA (se
compara dia 47 y 70 post-inoculacion) se nota un mayor dafio en las articulaciones estudiadas
anivel de todos los grupos experimentales, 1o que se puede observar en la Tabla 1. En € dia
47 los distintos grupos presentan un menor dafio ya que existe unatransicién de la etapa aguda
de la enfermedad a la etapa cronica, representada por €l dia 70 donde es visible el gran dafio
articular, a excepcion del grupo pre-tratado con Dexametasona y posteriormente inoculacion
de cédulas dendriticas semi- maduras cargadas con colageno bovino tipo I
(CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs) (figuras K y L).Un resultado similar, pero donde es posible
observar agun tipo de dafio aunque menor, refiriéndose a minima erosion cartilaginosa y
pérdida en agunas regiones de la cavidad sinovial es lo que ocurre en e grupo

CIA+4hLPS/CII/DCs (figuras G y H).
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DA 70

CIA+AGUA

CIA+DEXA

CIA+DEXA/
ClI/DCs
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CIA+4hLPS/
Cll/DCs

CIA+DEXA+
4hLPS/DCs

CIA+DEXA+
4hLPS/CII/DCs
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TABLA N°1: ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE ARTICULACIONES. Se observan cortes
de los distintos grupos de estudio en los dias 47 y 70 post-inoculacion. En el grupo
CIA+AGUA es posible observar en la figura A, hiperplasia de condrocitos en el cartilago
articular (flecha). Existe formacion de pannus (*) en figuras B, D y J correspondientes a los
grupos CIA+AGUA, CIA+DEXA y CIA+DEXA+4hLPS/DCs respectivamente que comparten el
dia 70 post-inoculacion. En figuras C (CIA+DEXA dia 47) y D (CIA+DEXA dia 70) se aprecia
la pérdida de la cavidad sinovial (flecha). En las figuras B (CIA+AGUA dia 70), F
(CIA+DEXA/CII/DCs dia 70) G (CIA+4hLPS/CII/DCs dia 47) y J (CIA+DEXA+4hLPS/DCs dia
70) se observa erosion del cartilago articular con uno o varios focos de pérdida de

condrocitos (v). H-E 100x.

INDICE ARTRITICO.

En e grafico se muestran los valores obtenidos de indice artritico (I1A) paralos dias 47
y 70 post-induccion CIA en los distintos grupos, se puede observar que € |A se incrementa a
medida que transcurren los dias post-inoculacién colageno bovino tipo I, en la mayoria de los

grupos, aexcepcion de CIA+4hLPS/CII/DCsy CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCS.

25



Indice artritico (IA) en los distintos tr atamientos.
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INDICE ARTRITICO. Se observa que el grupo que presenta mayor indice artritico
corresponde al grupo considerado control (CIA), que es lo esperado ya que la enfermedad
sigue su curso normal, mientras que el uso de la Dexametasona inyectada
intraperitonealmente durante los dias 29 a 34 post-inoculacion CIA presenta un indice
artritico menor que el resto de los grupos. Esta situacidbn aun mejora cuando el pre-
tratamiento con dexametasona se combina con la inoculacion de células dendriticas semi-
maduras inyectadas con colageno tipo Il (grupo CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs) que presenta el

menor indice artritico tanto en el dia 47 y 70 del estudio.
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Indice artritico dia 47
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INDICE ATRITICO DIA 47: Se observa que al dia 47 post-induccién de CIA un mayor indice
artritico en el grupo CIA, siendo menor en el grupo pre-tratado con dexametasona y posterior
inoculacion de DCs semi-maduras. No existen diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos de estudio en el dia 47.

Indice artritico dia 70
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INDICE ARTRITICO DIA 70: Se observa que al dia 70 post-induccién de CIA el grupo CIA
muestra el mayor indice, seguido por los grupos CIA+DEXA+4hLPS/DCs vy
CIA+DEXA/CII/DCs. Al contrario, el menor indice lo presenta el grupo con el pre-tratamiento
con dexametasona y posterior inoculaciéon de DCs semi-maduras. Se muestran diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos CIA y CIA+4hLPS/CII/DCs; CIA vy

CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs (*p<0,05).
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INDICE ARTRITICO DIAS 47 Y 70: Se observa que el mayor indice en ambos dias de
muestreo lo tiene el grupo CIA, precedido del grupo CIA+DEXA/4hLPS/DCs, mientras que
los menores indices en ambas fechas lo presenta el grupo CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs. Hay
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos en los distintos dias de

muestreo, es asi en CIA dia 70 y CIA+DEXA dia 47; CIA dia 70 vy
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CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs dia 47 (p<0,05). (Cada color representa un grupo de estudio,

la

barra de la izquierda en cada grupo corresponde al dia 47 y la barra de la derecha al dia 70

post-induccién CIA).

PUNTAJE DE DANO HISTOPATOLOGICO A NIVEL DE CARTILAGO

ARTICULAR.

Se representan los distintos puntajes obtenidos a redlizar €l andlisis histopatdlogico
los distintos grupos en estudio.

DANO HISTOPATOLOGICO CARTILAGO ARTICULAR

Puntaje de dafio histopatolégico en cartilago articular

4.0+
> - CIA
3.0+ -4 CIA+DEXA
55 ¥ CIA+4hLPS/CI/DCS
o A~ CIA+DEXA/4hLPS/DCs
2.0 @ CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCS
15 © CIA+DEXA/CII/DCs
1.0+
0.5+
O-C L) L) L) L) l L) L) L) L) l L) L) L) L) l
40 50 60 70

Dias posterior a inoculacién de colageno

de

DANO HISTOPATOLOGICO CARTILAGO ARTICULAR: Se puede observar que el mayor

puntaje del cartilago articular al dia 47 post-induccion CIA lo muestra el grupo CIA, mientras

que al dia70, el mayor puntaje lo presenta el grupo CIA+DEXA/4hLPS/DCs. El menor puntaje

29



tanto al dia 47 y 70 lo muestra el grupo pre-tratado con dexametasona y posterior

inoculacién de células dendriticas semi-maduras.

Dafo histopatologico cartilago articular dia 47
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0 Il CIA
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DANO HISTOPATOLOGICO CARTILAGO ARTICULAR DIA 47: Es posible distinguir que el
grupo que posee un mayor dafio en el cartilago articular es el grupo CIA, mientras que el
menor indice lo representa al grupo CIA+DEXA +4hLPS/CII/DCs. Los grupos
CIA+4hLPS/CII/DCs, CIA+DEXA/AhLPS/DCs y CIA+DEXA/CII/DCs presentan un mismo
puntaje de dafo de cartilago articular, mostrando en este caso un efecto de mejoria en aquel
grupo en que CIA fue tratada con dexametasona. (No existen diferencias estadisticamente

significativas en los distintos grupos de estudio al dia 47 post-induccion CIA).
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Dafio histopatoldgico cartilago articular dia 70
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DANO HISTOPATOLOGICO CARTILAGO ARTICULAR DIA 70: Se puede reconocer que al
dia 70 post-induccion CIA hay un cambio en los grupos de tratamiento referente a lo
observado al dia 47, esto se refleja en que el grupo que presenta un puntaje de dafio de
cartilago articular mayor en este dia de estudio corresponde al grupo CIA+DEXA/4hLPS/DCs
mientras que al dia 47 es el grupo CIA. El grupo que presenta un menor dafio en el cartilago
articular al dia 70 es el grupo pre-tratado con dexametasona y posterior inoculacion de
células dendriticas semi-maduras (CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs). Es posible distinguir
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos: CIA y CIA+DEXA; CIA y
CIA+4hLPS/CII/DCs; CIA y CIA+DEXA/CII/DCs. También entre los grupos: CIA+DEXA y

CIA+DEXA/4hLPS/DCs; CIA+4hLPS/CII/DCs y CIA+DEXA/4hLPS/DCs;

31



CIA+DEXA/4hLPS/DCs y CIA+DEXA/4hLPS/CII/DCs; CIA+DEXA/CII/DCs y

CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs (*p<0,05, ***p<0,001 y ****p<0,0001).

Dafio histopatoldgico cartilago articular
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DANO HISTOPATOLOGICO CARTILAGO ARTICULAR DIAS 47 Y 70: Se observa que al
dia 47 el mayor puntaje de dafio del cartilago articular lo presenta el grupo CIA, mientras que
en una etapa mas croénica de la enfermedad (dia 70) el mayor puntaje lo presenta el grupo
CIA+DEXA/4hLPS/DCs corroborando que el tratamiento es antigeno-especifico, ya que en
los dos dias de muestreo de este estudio los menores puntajes de dafio de cartilago articular
lo presenta el grupo CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs donde esta presente el antigeno que es el

colageno tipo Il (Cll) bovino. (Cada color representa un grupo de estudio, la barra de la

32



izquierda en cada grupo corresponde al dia 47 y la barra de la derecha al dia 70 post-
induccion CIA). Diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos de
estudio al dia 47 al comparar con el resto de los grupos al dia 70 post-induccién de CIA

(*p=<0.05, **p<0.005, ***p<0.001 y ****p<0.0001).

A partir de los distintos grupos en los diferentes dias de estudio es posible observar que
en e grupo CIA+AGUA d dia 47 se observan algunos focos de pérdida de condrocitos. En €l
caso del grupo CIA+DEXA+4hLPS/DCs se observa una mayor cantidad de focos de pérdida

de condrocitos a avanzar en la etapa cronica de la enfermedad.

ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE DANO DE CARTILAGO ARTICULAR. Fotografia de
cartilago articular de ratén de grupo CIA+AGUA al dia 47 post-inoculacion (100x) H-E. Se

observan focos de pérdida de condrocitos (V).
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ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE DANO DE CARTILAGO ARTICULAR: El grupo
CIA+DEXA+4hLPS/DCs al dia 70 post-inoculacién (100x) H-E. Se observan focos de pérdida

de condrocitos (V).

FIBROSIS:

El grado de fibrosis se observé a través de la técnica histoquimica de Van Gieson,
dando los siguientes resultados: € colageno se observa de color rojo, nucleos celulares de
color marréon a negro y fibras musculares y citoplasma de color amarillo 1o que se puede

observar en latablanimero 2.



CIA+AGUA

CIA+DEXA

CIA+DEXA/
Cll/DCs
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CIA+DEXA+
4hLPS/DCs

CIA+4hLPY
ClIl/DCs

CIA+DEXA+
4hLPS/CII/DCs
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TABLA N° 2: ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE GRADO DE FIBROSIS EN
ARTICULACIONES: Se observa la presencia de fibrosis (flechas) que se presentan
formando capas (rango de 1 a 10) y focos de fibrosis (rango 2 a 5). El andlisis histologico
permite sefialar que en el grupo CIA +AGUA se observa fibrosis desde el dia 47 (Figura A)
que se acentla al dia 70 (Figura B) donde se pueden apreciar las capas de colageno
(flechas) caracteristicas de la fase crénica de la enfermedad, seguida por el grupo
CIA+DEXA/4hLPS/DCs que al dia 70 presenta una gran fibrosis (Figura H). Mientras que el
grupo CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs no muestra presencia de fibrosis en los dias de estudio
(Figuras K y L). En el grupo CIA+DEXA no se observa fibrosis al dia 47 (Figura C) y es

posible observar escasa fibrosis al dia 70 (Figura D).

GRADO DE FIBROSIS

Grado de fibrosis

N
&)
1

CIA+AGUA

CIA+DEXA
CIA+4hLPS/CII/DCS
CIA+DEXA+4hLPS/DCS
CIA+DEXA/CII/DCs
CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCS

tottd

0.5
0.0
40 50 60 70
Dias posterior a inoculacion
*P<0,05
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ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE GRADO DE FIBROSIS EN ARTICULACIONES. Se
puede apreciar que el grado de fibrosis aumenta a medida que avanza el transcurso de la
enfermedad hacia una etapa crénica lo que se observa claramente en el grupo CIA+AGUA,
mientras que en los grupos que recibieron dexametasona, previo a la aplicacion de
4HLPS/CII/DCs aumenté el grado de fibrosis, pero en niveles que fueron levemente

superiores que el indice 1 de fibrosis (con un maximo posible de 3).

Grado de fibrosis dia 47
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GRADO DE FIBROSIS DIA 47: Se observa un mayor grado de fibrosis al dia 47 post-
induccidn el grupo CIA, seguido del grupo CIA+DEXA/4hLPS/DCs, a pesar de administraron
células dendriticas a este grupo y previo pre-tratamiento con dexametasona, lo que indica

que el tratamiento con DCs es antigeno especifica; el menor grado corresponde al grupo
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CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs. Hay diferencias estadisticamente significativas en este dia de
muestreo a diferencia de los parametros medidos anteriormente donde no se evidencian
diferencias estadisticamente significativas en este dia. Las diferencias se muestran entre los
grupos CIA y CIA+DEXA; CIA y CIA+4hLPS/CI/DCs (*p< 0.05) y CIA vy

CIA+DEXA+4HLPS/CII/DCs (**p<0.005).

Grado de fibrosis dia 70
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GRADO DE FIBROSIS DIA 70: Se observa un aumento del grado de fibrosis en los distintos
grupos de tratamiento, manteniendo el mayor indicador de fibrosis el grupo CIA, seguido del
grupo CIA+DEXA/4hLPS/DCs, mientras que el menor grado de fibrosis lo presenta el grupo
CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs, por lo cual con estos datos se evidencia que el tratamiento es

antigeno especifico, es decir actia en este caso contra el colageno tipo Il (Cll) bovino. Hay
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diferencias estadisticamente significativas entre los grupos CIA y

CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs; CIA+DEXA/4AhLPS/DCs y CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs (*p<0.05).
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GRADO DE FIBROSIS DIAS 47 y 70: Se observa que en todos los grupos de estudio existe
un aumento del grado de fibrosis desde el dia 47 al dia 70 post-induccion CIA. En ambos
dias de muestreo el grupo que presenta los mayores indicadores corresponde al grupo CIA,
mientras que los menores indices los presenta el grupo CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs. Ademas
en ambas fechas el grupo que precede en grado de fibrosis al grupo CIA es el grupo
CIA+DEXA+4hLPS/DCs (Cada color representa un grupo de estudio, la barra de la izquierda

en cada grupo corresponde al dia 47 y la barra de la derecha al dia 70 post-induccién CIA).
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Existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos CIA vy
CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs al dia 70 post-induccién; CIA y CIA+DEXA+4hLPS/DCs al dia
70; CIA y CIA+DEXA al dia 47 post-induccion; CIA dia 47 y CIA+DEXA+4hLPS/DCs dia 70

post-induccion; CIA y CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs dia 47 post-induccion (*p<0.05).
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DISCUSION.

En e andlisis histopatolégico dd tejido articular, acompafiado por otros
pardmetros como €l indicador macroscépico de inflamacién articular (Swollen Joints
Severity) y e nimero de articulaciones afectadas (Joint Score) nos permite observar
que € curso de CIA (modelo que nos permite estudiar AR) posee una fase
inflamatoria de duracién limitada alrededor de los dias 10 a 14 después del inicio de la
enfermedad con una declinacion progresiva de este proceso a medida que pasan los
dias. De acuerdo alos resultados obtenidos en este estudio, |a fase temprana de CIA se
caracteriza por una inflamacion intensa y degradacion de los componentes 6seos y
cartilaginosos de la articulacion. En contraste, la atapa tardia estd asociada con una
progresiva reduccion en € nivel de inflamacién, apareciendo un gran nivel de fibrosis
que fue observada con la tincion de Van Gieson. Estos hallazgos coinciden con lo
descrito por Marinova-Mutafchieva et al., 2006 quienes observaron que la AR es una
enfermedad cronica con un nivel de inflamacién sostenido que puede persistir por
anos, que posteriormente Ileva ala remodelacion con un significativo grado de fibrosis
de los tgjidos involucrados.

Las DCs son las células presentadoras de antigeno por excelencia La
utilizacion de DCs pulsadas con colageno tipo |l y generadas con estimulos cortos de
LPS (4hLPS/CII/DCs) en este estudio, muestran indicadores de enfermedad
significativamente menores que e grupo control (CIA+AGUA), tanto en los indices
clinicos de severidad y los indices histopatol 6gicos de la enfermedad, como dafio de

cartilago articular y grado de fibrosis presentado por las articulaciones afectadas. Lo
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gue coincide con lo expuesto por Salazar et al., (2008) quienes proponen que una unica
inoculacion intraperitoneal de 4hLPS/CI1/DCs en animales con CIA totalmente activa,
inhibe la progresion de la enfermedad de manera antigeno especifica. Ademas esto es
confirmado por Gérate et al., (2013) quienes proponen que la inoculacion de DCs
moduladas por corto tiempo (4 horas) con LPS es capaz de conferir una mejoria
sostenida en ratones con artritis establecida por la re-educacion de la poblacion de
linfocitos TCD4+, cuyo efecto es dependiente de las vias de sefializacion del receptor
de p38 y TGF-B, lo que sugiere la participacion de IL-10 Y TGF-[3 en la recuperacion
de la tolerancia. Estos resultados se corroboran con la menor expresion de citoquinas
pro-inflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF, cuyo efecto provoca un medio propicio para
la secrecién de metal oproteinasas de matriz (MMPs) que provocan laerosion y € dafio
articular. Esto es consistente con lo sefialado por Aryeh et al., (2006) quienes informan
gue en € pannus se presentan altos niveles de expresion de MMPs, siendo una de las
mas importantes en AR la MMP-1 (colagenasa), la que tiene la capacidad de degradar
el colageno tipo Il presente en € cartilago articular, 10 que contribuye a su destruccion,
con la consiguiente erosion del tgjido 6seo subyacente.

La utilizacion de DCs para propdsitos terapéuticos en AR ha sido meorada al
realizar un fenotipo tolerogénico a partir de varias estrategias, incluyendo modelacion
con agentes como IL-10, TNF, neuropéptidos, LPS, Dexametasona y vitamina
D3+LPS.

En este estudio se demuestra que € resultado del tratamiento de ratones CIA
gue reciben 4hLPS/CII/DCs, puede ser meorado con la aplicacion previa de

dexametasona. Se obtuvo la dosis correcta a utilizar del farmaco la que fue de 2mg/kg



con la cua se redizo e pre-tratamiento, obteniendo que el indicador de nimero de
articulaciones afectadas es significativamente menor desde € dia44 a 70 en € grupo
CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs con respecto a grupo control (p<0,001). Para €
indicador Macroscopico de inflamacion articular los grupos
CIA+DEXA+4hLPS/CII/DCs 'y  CIA+4hLPS/CII/DCs  exhibieron  puntajes
significativamente menores que el grupo control. Un resultado interesante es que €
grupo de estudio CIA+Dexametasona+4hL PS/DCs mostré una enfermedad mas severa
gue los otros grupos de estudio, a excepcion del grupo control, permitiendo observar la
dependencia del antigeno para €l efecto tolerogénico. Estos resultados concuerdan con
lo descrito por Chen et al., (2004) y Prado et al., (2011) quienes describieron que la
dexametasona producia respuesta positiva a tratar ratones con CIA regulando
positivamente la expresion de Foxp3 reduciendo la respuesta perjudicia de Thl7 y
permite la expansion de la IL-10 producida por grupos de linfocitos T CD4+, los que
pueden ser responsables de interferir con la progresion de la enfermedad.

Serra et al., (2012) sefida que la dexametasona es un corticosteroide, grupo de
f&rmacos que se destacan por ser anti-inflamatorios muy potentes que son
ampliamente utilizados en € tratamiento de AR, se caracterizan por tener un papel
beneficioso tanto a corto o largo plazo en el manegjo de la enfermedad. L os efectos anti-
inflamatorios de los corticoides han sido asociados con una fuerte inhibicion de IL-2
secretada por células T, asi como la traduccién de sefiaes através del receptor de IL-2.
Es asi que los ratones que reciben dexametasona muestran una expansion de los
linfocitos T reguladores, y los linfocitos T CD4+ tratados in vitro con dexametasona

aumentan laexpresion de linfocitos T reguladores asociados al factor de transcripcion



FoxP3 y la citoquina anti-inflamatoria I1L-10, aunque se ha propuesto gque esta
induccion no se correlaciona con un aumento en la funcién supresora.

En este estudio la histopatologia convenciona y la histoquimica permitieron
observar los cambios en fases iniciales y tardias de la enfermedad, a través de la
determinaciéon de indicadores como destruccion del cartilago articular y grado de
fibrosis en los tgjidos involucrados.

Un hallazgo interesante es € hecho de que & aumento de ambos parametros
estan relacionados con el aumento de severidad clinica estudiada a través de: indicador
macroscopico de inflamacion articular, nimero de articulaciones afectadas e indice
artritico, por lo tanto, son aspectos importantes de estudiar para disefiar futuros

esguemeas terapéuticos que ayuden a controlar estos procesos.
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que:

CONCLUSIONES.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion se puede concluir

En este modelo experimental se logré reproducir con éxito e cuadro clinico de

artritis inducida con colégeno bovino tipo Il (CIA).

Al utilizar como tratamiento de CIA, la inoculacion de células dendriticas
generadas con estimulos cortos de LPS y pulsadas con colageno bovino tipo Il
(4hLPS/CII/DCs) ocurren cambios macroscopicos que fueron considerados en los
indices clinicos de enfermedad, que corresponden & indice Artritico (I1A),
Indicador macroscépico de inflamacion articular (Swollen Joints Severity) vy
Numero de articulaciones afectadas (Joint Score), los que fueron significativamente

menores con respecto a grupo control (CIA+AGUA).

Se demostré que € resultado de ratones CIA que reciben € tratamiento de
4hLPS/CII/DCs  puede ser mejorado con la administracion previa de

dexametasona.

El acondicionamiento con dexametasona es capaz de interferir con la aparicion y
progresion de la enfermedad durante un corto periodo. Sin embargo, esta
disminucion rédpida de la inflamacion puede facilitar €l despliegue de células
dendriticas tolerogénicas pulsadas con antigeno y asi mostrar una eficacia superior

en e control de la propagacion de CIA, que la observada en los ratones CIA
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inoculados con DCs tolerogénicas sin acondicionamiento con dexametasona

(4hLPS/CI1/DCs).

La histopatologia convencional y la histoquimica permitieron observar |os cambios
en las articulaciones afectadas, producidos por los distintos tratamientos para CIA
en e tiempo (dias 47 y 70 post-induccion) los que se relacionan con los indices

clinicos de la enfermedad.
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