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RESUMEN

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria crénica, caracterizada por
una inflamacion severa, dolor articular, asi como destruccion de articulaciones
sinoviales, lo cual conduce a una discapacidad severa y mortalidad prematura. El
pronéstico de la artritis reumatoide suele ser muy variable, debido a que se
correlacionan diversos factores, entre ellos: la presencia del factor reumatoide, el
genotipo del antigeno leucocitario humano (HLA), erosiones articulares tempranas,
el numero de articulaciones implicadas, presencia de una discapacidad temprana,
la edad de inicio de los sintomas, asi como la presencia de manifestaciones extra-
articulares. Los tratamientos con los que actualmente se cuenta, van dirigidos
principalmente a resolver los signos y sintomas, restaurar la funcion fisica y
prevenir el desarrollo de dafio en las articulaciones, o en caso de que exista dafio,
para aminorar o detener la progresion de la enfermedad. Sin embargo, a pesar de
la disponibilidad actual de una amplia gama de farmacos y agentes biol6gicos
(utilizados ya sea individualmente o en combinacion), puede que no sea posible
lograr una remisiobn completa, por ello la bdsqueda de nuevas alternativas
terapéuticas cada vez se hace mas recurrente. El objetivo de este trabajo consistio
en encontrar las bases moleculares para saber mas sobre la funcion del receptor
serotoninérgico 5-HTsa, en PBMC de pacientes con artritis reumatoide, evaluando
el efecto de un agonista parcial (acido valerénico) del receptor 5-HTss sobre la
proliferacion celular, asi como, la expresién de dicho receptor y su efecto sobre
citocinas proinflamatorias IL-6, IL-1 y TNF-a. Se evaludé el mismo efecto en una
linea celular especifica linfoide T Jurkat. Los resultados obtenidos indican que el
acido valerénico como agonista parcial del receptor 5-HTsa €s capaz de inhibir la
proliferacion celular a concentraciones mM, observando disminucién en los niveles
de IL-6.

(Palabras clave: Artritis Reumatoide, 5-HTsp, linfocitos, acido valerénico, citocina)



SUMMARY

Rheumatoid arthritis is a chronic inflammatory disease characterized by severe
inflammation, synovial joint pain and destruction, which leads to severe disability
and premature mortality. The prognosis of rheumatoid arthritis is often highly
variable, because several involved factors are correlated, including: the presence
of rheumatoid factor, genotype human leukocyte antigen (HLA), early joint erosions
and number of joints involved, presence of early disability, age of onset of
symptoms, and the presence of extra-articular manifestations. Treatments which
currently have intended primarily to address the signs and symptoms, restore
physical function and prevent the development of joint damage, or if there is
damage to slow or stop the progression of the disease. However, despite the
current availability of a wide range of drugs and biological agents (used either
individually or in combination), it may not be possible to achieve a complete
remission, so the search for new therapeutic alternatives is becoming most
recurrent. The aim of this work was to find the molecular basis to learn more about
the function of serotonin receptor 5-HTsa in PBMC from patients with rheumatoid
arthritis, evaluating the effect of a partial agonist (valerenic acid) of the 5-HTsa On
cell proliferation, the expression of this receptor and its effect on proinflammatory
cytokines like IL-6, IL-1 and TNF-a. The same effect was assessed in a specific T
lymphoid cell line Jurkat. The results indicate that the valerenic acid as a partial
agonist of the 5-HT5A is able to inhibit cell proliferation at concentrations mM,
having decreased levels of IL-6.

(Key words: Rheumatoid Arthritis 5-HTsa, lymphocytes, valerenic acid, cytocine)
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades reumaticas cada vez son mas significativas en nuestra
sociedad, con un predominio mayor en México, comparado con otros paises
subdesarrollados y desarrollados. La prevalencia total de enfermedades
reuméaticas es cercana al 14.5%, siendo la osteoartritis la de mayor con 10.5%; por
su parte la artritis reumatoide (AR) tiene una presenta en promedio 1.6%.

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria crénica que afecta la
membrana sinovial, al provocar dafios en las articulaciones y la destruccion 6sea,
causa una discapacidad grave, disminuyendo la calidad de vida del paciente.
Aunado a ello, se cree que la osteoartritis (principal padecimiento reumatico de
nuestro pais) podria derivarse de una artritis reumatoide muy avanzada, debido a
que a partir del dafio sinovial, podria desencadenarse el dafio del tejido éseo por

la accion de los osteoclastos (Lefévre et al., 2009).

Ademas, la artritis reumatoide depende de diversos factores tanto genéticos como
ambientales; por lo tanto no seria facil erradicarla por completo. Sin embargo, hoy
en dia, se busca llevarla a un buen control sobre todo en el proceso inflamatorio,

del cual se derivan la mayor parte de las afectaciones de dicha patologia.

Actualmente, existen diversas terapias que disminuyen los sintomas de la AR, sin
embargo, la adaptacion del sistema inmune conlleva a que muchas de estas
terapias con el tiempo sean poco efectivas, por lo cual, el control de la AR ha
obligado a buscar nuevas alternativas con tratamientos biolégicos que se
enfoquen en el control de los procesos proinflamatorios, con el fin de prevenir la

inflamacién asi como sus reacciones adversas.



2. ANTECEDENTES

2.1.  Artritis

El término artritis no se refiere a una sola enfermedad. Dicho término es utilizado
para definir mds de 100 patologias de diferente etiologia en las que el proceso
desencadene inflamacion. La palabra artritis se deriva del griego “arthros” que
significa articulacion y el sufijo “itis” que define inflamacion, de tal forma que artritis
se define como ‘“inflamacién de una articulacion”. Esto es la clave para
diferenciarla de otras enfermedades, como por ejemplo la artrosis, en la cual la
inflamacion no es el elemento importante. En las articulaciones, los extremos de
los huesos estan cubiertos por cartilago, y todo ello esta cerrado por un tejido
conocido como membrana sinovial. En esta membrana es donde se asienta la
inflamacién en la artritis, aunque posteriormente puede lesionar el resto de las
estructuras articulares (Figura 1). De esta forma, se produce inestabilidad y
deformidad de la articulacién y, como consecuencia, incapacidad funcional para la

realizacion de tareas que impliquen la flexion de articulaciones.

Cartilago

Inflamacion

Membrana
sinovial

Figura 1. Localizacion de la inflamacion en la artritis (Modificado de Scott et al.,
2010).
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Generalmente, en la mayor parte de los casos, el motivo de la aparicion de una
artritis es desconocido; esto se debe a que existen tantos tipos diferentes de
artritis y una multitud de causas distintas. La artritis puede afectar a todos los
segmentos de la poblacion, desde los infantes hasta los adultos. Algunas artritis se
curan, incluso espontaneamente, pero otras muchas son crénicas y progresivas si
no se suministra un tratamiento. Por ello, es importante buscar la atencion de un
reumatologo cuando se padece esta enfermedad, para que éste determine qué
tipo de artritis se padece y cual es el mejor tratamiento. Algunos pacientes con
artritis pueden presentar afectacion de otros 6rganos y sistemas, incluyendo
rinones, pulmones, sistema nervioso o la piel. En estos pacientes, la inflamacién
se produce de forma generalizada en las articulaciones y érganos vitales con el

consiguiente deterioro de la salud (Tornero, 2006).

2.1.1. Sintomas de Artritis

Los pacientes con artritis suelen presentar sintomas articulares comunes en un
gran numero de casos, pero que no son faciles de diferenciar de los sintomas que
tienen otras enfermedades reumaticas. El mas frecuente es la presencia de dolor
inflamatorio; es decir, dolor que mejora con los movimientos pero empeora con el
reposo especialmente con el nocturno, por lo que en muchas ocasiones interfiere
con el sueio, mostrando frecuentemente una rigidez matutina de las articulaciones
dafiadas; esta rigidez matutina es prolongada y suele persistir mas de media hora,
a diferencia de la que presenta la artrosis que es de mas corta duracién. El dolor
presente en la artritis es diferente al que se presenta en la artrosis, que empeora
con los movimientos y mejora con el reposo, y al que se denomina dolor
mecanico. Ademas, presentan generalmente una disminucion de la capacidad de
movimiento de las articulaciones afectadas. Cuando la intensidad del dolor es alta
y la inflamacion mantenida, podemos encontrar alteraciones generales tales como:
fiebre o febricula, cansancio y fatiga, pérdida del apetito y adelgazamiento. En

cualquiera de los casos, el proceso inflamatorio puede ser susceptible de



presentar un alivio completo sin un dafo residual, tras el proceso inflamatorio; sin
embargo, en otras situaciones, el propio mecanismo de desencadenamiento de la
artritis puede generar una lesion y sus secuelas pueden producir un dafio

estructural (Naranjo, 2006).

2.1.2. Tipos de Artritis

La clasificacion de la artritis se lleva acabo segun su extension y su forma de
aparicién, con el objeto de conocer la causa que la motiva. Cuando la artritis
afecta a una sola articulacién, se denomina monoartritis. En estos casos, el
reumatologo busca la posibilidad de que la artritis pueda ser causada por un
germen, es decir que se trate de una artritis infecciosa. La fiebre de malta, la
tuberculosis, la infeccion con algunas bacterias e incluso virus pueden ser
responsables del cuadro, siendo poco probable que la causa sea por hongos o
parasitos. También las monoartritis, con frecuencia, estan motivadas por
enfermedades de causa metabdlica, como la gota o la condrocalcinosis (Tornero,
2006).

Cuando la afectacion se presenta en 2 o 3 articulaciones, se conoce como
oligoartritis; y si se afectan 4 o mas articulaciones se denomina poliartritis. En
estas situaciones, es importante conocer si su aparicién ha sido brusca y reciente
(artritis agudas) que pueden estar también en relacion con la presencia de
infecciones presentes o pasadas, o0 bien persisten hace mas de 3 meses, en cuyo
caso se habla de artritis cronicas, las cuales con frecuencia, son debidas a
enfermedades reumaticas de tipo autoinmune (en las que el organismo reacciona
contra sus propios componentes), como la artritis reumatoide, la artritis psoriatica,

el lupus eritematoso, entre otras (Tornero, 2006).



2.2. Artritis Reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria cronica caracterizada
por inflamacion, dolor articular y destruccién de las articulaciones sinoviales, lo
gque conduce a una discapacidad severa y mortalidad prematura. Dada la
presencia de autoanticuerpos, tales como el factor reumatoide (FR) y el anticuerpo
anti-proteinas citrulinadas (ACPA) (diagnosticado como anticuerpos antipéptidos
ciclicos citrulinados [anti-CCP]), que puede preceder a la manifestacion clinica de
la AR por muchos afos, ésta se considera una enfermedad autoinmune. La
autoinmunidad y la unidad de carga inflamatoria sistémica y articular se asocian a
una discapacidad progresiva global con complicaciones sistémicas Yy
manifestaciones articulares y extra-articulares (nédulos, debilidad muscular,
enfermedades cutdneas, manifestaciones oculares, pulmonares, cardiacas,
renales, del tracto gastrointestinal, afectacidén en sistema nervioso, vasculitis, entre
otras patologias). Sin embargo, a pesar de los cambios estructurales, que pueden
ser visualizados por radiografia convencional u otras técnicas de imagen, la AR no
se distingue mejor que otros trastornos artriticos, debido a que el dafio articular no
suele ser evidente en las primeras etapas de la enfermedad, sino que se acumula

constantemente con el tiempo (Khurana y Berney, 2005; Aletaha et al., 2010).

El prondstico de la AR suele ser muy variable, debido a que se correlaciona con
varios factores, entre ellos la presencia del factor reumatoide, el genotipo de
antigeno leucocitario humano (HLA), erosiones articulares tempranas, el nimero
de articulaciones implicadas, presencia de una discapacidad temprana, la edad de
inicio de los sintomas, asi como la presencia de manifestaciones extra-articulares.
Por ello, la supervivencia es consistentemente mas baja que la de la poblacién en
general y se basa principalmente en la presencia de manifestaciones extra-
articulares como dafio de tejido pulmonar, cardiovascular y en sistema nervioso

central (Khurana y Berney, 2005).

Los criterios desarrollados por el Colegio Americano de Reumatologia (ACR por

sus siglas en inglés) en 1987 para el diagndstico de AR presentan una sensibilidad



de 91-94% y especificidad del 89%, donde cuatro de los siguientes siete criterios
son necesarios: rigidez matutina, artritis de tres 0 mas zonas comunes, artritis en
articulaciones de las manos, artritis simétrica, noédulos reumatoides, factor
reumatoide positivo en suero, y los cambios radiograficos incluyendo erosiones y
descalcificaciones Oseas (Arnett et al., 1988). Sin embargo, en 2010, estos
criterios fueron replanteados por la Liga Europea contra el Reumatismo (EULAR,
por sus siglas en inglés), con el fin de poder diagnosticar a los pacientes con
artritis temprana, los cuales no eran considerados en los criterios de 1987. Dichos
criterios contemplan 4 puntos generales: afectacion articular, serologia (el factor
reumatoide y los anticuerpos anti-proteinas citrulinadas), reactantes de fase aguda
y duracion de sintomas. Dichos criterios en conjunto suman un puntaje maximo
escalado de 10, para el cual se ha determinado un umbral de corte de 6 puntos

para poder considerar que el paciente presenta AR (Aletaha et al., 2010).

2.3. Factores Genéticos de la Artritis Reumatoide

La artritis reumatoide implica una compleja interaccion entre la predisposicion
genética y desencadenantes ambientales. Un estudio en gemelos determiné la
existencia de factores genéticos en la artritis reumatoide, con tasas de
concordancia del 15 al 30% en gemelos monocigotos, y un 5% en los gemelos
dicigéticos (MacGregor et al., 2000). La presencia del antigeno leucocitario
humano HLA-DRBJ1, ha sido confirmada en los pacientes que son positivos para el
factor reumatoide o ACPA; estos alelos contienen una secuencia de cinco
aminoécidos (QKRAA) en las posiciones 70 a 74 del HLA-DRB1, denominado
epitope compartido, que confiere particular susceptibilidad a la artritis. Los
antigenos son codificados principalmente por los genes HLA-DRB1*0101, *0404,
*0405, *0408, * 0410, * 0401 y * 1001. Estos hallazgos sugieren la existencia de
una predisposicion en la seleccion del repertorio de las células T, la presentacion
de antigenos y la alteracion en la afinidad del péptido que tiene un papel en la

promocién de respuestas inmunes adaptativas autoreactivas. Otras de las



explicaciones posibles para el enlace entre la AR y el epitope compartido, incluyen
mimetismo molecular del epitope compartido por las proteinas microbianas, el
aumento de la senescencia de la células T inducida por moléculas de HLA que
contienen epitopes compartidos, y una funcién potencial de sefializacion
proinflamatoria que no esta relacionada con el papel del epitope compartido en el

antigeno de reconocimiento (De Almeida et al., 2010).

Muchos otros alelos de riesgo identificados en la AR con ACPA positivo,
contribuyen funcionalmente con la regulacion inmune (Cuadro 1), incluyendo el
factor asociado al receptor del factor nuclear kB (TRAF1), el componente 5 del
complemento (C5) y los factores relacionados con la estimulacion, la activacion y
la diferenciacion funcional de células T (por ejemplo, PTPN22 y CTLA4) (Begovich
et al., 2004; Kurreeman et al., 2007). Por otra parte, las interacciones entre
algunos genes aumentan el riesgo de enfermedad, como se describe entre el gen
HLA-DRB1 y PTPN22, un ejemplo de la complejidad de la red de factores de
riesgo que puede ser conferido por cualquier gen dado (Kallberg et al., 2007).

Los factores de riesgo genético para la enfermedad en pacientes con ACPA
negativos, parecen ser menos importantes que los factores de pacientes ACPA
positivos. Sin embargo, estan implicados diferentes factores, entre ellos alelos de
HLA (HLA-DRB1*03), factores de regulacion de interferén (factor regulador del
interferén 5), y las proteinas de unién a lectina (lectina tipo C del dominio de
familia 4 miembro A) (Klareskog et al., 2008).

Los resultados de los estudios de las interacciones gen-ambiente complementan
estas observaciones. Procesos como fumar y otras formas de estrés bronquial
(exposicion a la silice), aumentan el riesgo de AR en personas con susceptibilidad
de los alelos HLA-DR4. Ademas, el tabaquismo y los alelos HLA-DRB1 tienen una
interaccién sinérgica, aumentando el riesgo de tener ACPA positivos (Klareskog et
al., 2006).



Cuadro 1. Genes candidatos con polimorfismos de nucleotido Unico (SNP)
vinculados a la artritis reumatoide y su funcion potencial en la patogénesis
(Mclnnes y Schett, 2011).

Gen candidato

Lugar SNPs

Funcion relevante y Patogénesis

Activacion Células T

HLA-DRB1 6p21 Alelo HLA-DRB1 (conocido como epitope compartido)
participa en la presentacién de antigenos de MHC,
responsable de la seleccién del repertorio de células T.
Vinculo genético mas fuerte con AR.

PTPN22 1p13.2 Tirosina-fosfatasa no receptor de tipo linfoide no
especifico, implicado en la regulaciéon de la activacion
del umbral de los linfocitos. Segundo vinculo genético
mas fuerte.

AFF3 2911.2 Factor de transcripcién para el desarrollo linfoide.

CD28 2033.2 Molécula co-estimuladora para la activacion de células
T.

CD40 20913.12 Molécula co-estimuladora que mejora interacciones
entre células T y B, aumentando la produccion de
anticuerpos.

CTLA4 2033.2 Supresor de co-estimulacién que regula interacciones
entre células T y células presentadoras de antigeno.

IL-2RA 10p15.1 Receptor de alta afinidad para IL-2 en subgrupos de
linfocitos.

IL-2 4927 Citocinas que regulan la activacién de las células T,
células T reguladoras en particular.

IL-21 4927 Citocinas que regulan diferenciacion de células T,
particular Th17 y la activacion de células B.

PRKCQ 10p15.1 Miembro de la familia de Proteincinasa C que regula
células T y activacion de macrofagos.

STAT4 2932.3 Transductor de sefiales de citocinas que regulan la
proliferacion, supervivencia y diferenciacion de linfocitos.

TAGAP 6025.3 Enzima Rho-GTPasa implicada en la activacién de
células T.

Via NF-kf

REL 2p16.1 Miembro de proto-oncogén de la familia NF-kB que
regula la actividad de leucocitos y su supervivencia.

TNFAIP3 6023.3 Proteina de sefializacion y regulador negativo de TNF-a
inducida por la actividad de NF-kf3.

TRAF1 9g33.1 Regulador de la superfamilia del receptor de
sefializacion TNF-a (ej. a NF-kB y JNK)

Otras Vias

BLK 8p23.1 Tirosin quinasa B-linfoide involucrada en la sefializacion
del receptor de células By su desarrollo.

CCL21 9913.3 Quimiocinas implicadas en la formacion del centro
germinal.

FCGR2A 1923.2 Receptor de baja afinidad IgG Fc que regula la
activacion de macréfagos y neutrdfilos, y el aclaramiento
de complejos inmunes.

PADI4 1p36.2 Enzima que convierte la arginina en citrulina, la creacién
de autoantigenos en la artritis reumatoide.

PRDM1 6921 Proteina que actia como represor de la expresion del
gen B-interferon.

TNFRSF14 1p36.32 Miembro de la superfamilia del receptor de TNF-a con

actividad proinflamatoria.
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Por lo tanto, los factores de estrés ambientales de los tejidos pulmonares y de otro
tipo de barrera, pueden promover modificaciones postraduccionales, a través de
peptidil arginina deiminasa de tipo IV (PADI4), que dan lugar a la alteracion
cuantitativa o cualitativa en citrulinacién de proteinas de la mucosa. La pérdida de
la tolerancia a tales neoepitopes provoca una respuesta ACPA (De Rycke et al.,
2004). Varios anticuerpos contra proteinas citrulinadas han sido reconocidos en
los ensayos de anti-CCP, incluyendo la a-enolasa, queratina, fibrinégeno,
fibronectina, colageno y vimentina. Se estima que del 43 al 63 % de los pacientes
con artritis reumatoide ACPA positivos son seropositivos para a-enolasa
citrulinada, que estd fuertemente asociada con el HLA-DRB1*04, PTPN22 vy el
tabaquismo (Mahdi et al., 2009).

Los agentes infecciosos (citomegalovirus, especies de Proteus y Escherichia coli)
y sus productos (proteinas de choque térmico) siempre se han relacionado con la
artritis reumatoide, y aunque los factores desencadenantes de la AR siguen siendo
dificiles de elucidar, se postula una forma de mimetismo molecular. La formacién
de complejos inmunes durante la infeccion puede desencadenar la induccién del
factor reumatoide, el cual consiste en autoanticuerpos de alta afinidad contra la
porcion Fc de la inmunoglobulina G, que ha servido durante mucho tiempo como
un marcador de diagnostico de la artritis reumatoide y que estd implicado en su

patogénesis.

El riesgo de artritis reumatoide es mayor en mujeres que en hombres.
Explicaciones moleculares para estos fendbmenos han sido sugeridas a partir de
modelos animales de inflamacién, que muestran un vinculo entre el eje
hipotalamico pituitario-adrenal y la produccion de citocinas (Capellino et al., 2010).
El sistema nervioso central esta implicado normalmente en la regulacion inmune y
la homeostasis; ademas, las interacciones neuroinmunoldgicas regulan el
desarrollo de la enfermedad. Estos efectos pueden operar a nivel local (varios
neurotransmisores se expresan en la sinovitis, en la artritis reumatoide) o central
(citocinas que son rapidamente reguladas en el hipotalamo durante la inflamacion

periférica). La traduccion de estas observaciones a un tratamiento eficaz de la



artritis reumatoide es un reto. Los autoanticuerpos, tales como el factor reumatoide
y ACPA, son a menudo detectados en pacientes con artritis temprana (fase pre-
articular de la artritis reumatoide); la combinacion del factor reumatoide y ACPA
incrementa la especificidad de la AR (Rantapd&a-Dahlqvist et al., 2003). Es posible
que las caracteristicas biologicas del autoantigeno especifico (es decir, la
regulacion del metabolismo celular en el caso de a-enolasa y la glucosa-6-
fosfatasa) puedan contribuir al desarrollo de la artritis reumatoide. Otros factores
posibles incluyen microvasculares locales, neurolégicos, biomecanicos vy

mecanismos relacionados con microtraumatismos (Figura 2).
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Figura 2. Mdltiples progresiones para el desarrollo de la artritis reumatoide
(Modificado de Mclnnes y Schett, 2011).
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2.4. Fisiopatologia de la Artritis Reumatoide

La funcién de los mediadores de la inflamacion [citocinas, factores de crecimiento,
qguimiocinas, moléculas de adhesion y metaloproteinasas de matriz (MMP)] no se
ha definido claramente en la patogénesis de la artritis reumatoide. Estas
sustancias parecen estar implicadas en la atraccién y activacion de las células
inmunes que contribuyen a la activacion, proliferacion y diferenciacion fenotipica
de sinoviocitos en pannus (region del tejido con inflamacién granulatoria). El
pannus se comporta de manera similar a un tumor localmente invasivo, el cual
erosiona e invade el cartilago articular, el hueso subcondral, tendones y
ligamentos. El edema de la membrana sinovial y las estructuras periarticulares
contribuyen a la rigidez de la AR, al interferir con los movimientos biomecanicos
habituales de las articulaciones. La rigidez aparece mas pronunciada por la
mafana, en parte debido a la redistribucion del liquido intersticial mientras duerme
la persona. Analoga a la rigidez matinal se presenta el fenédmeno de gelificacion,
gue se define como el desarrollo de la rigidez de la articulacion después de la

actividad (Khurana y Berney, 2005).

2.4.1. Anticuerpos presentes en la Artritis Reumatoide

El factor reumatoide es el clasico de los autoanticuerpos en la artritis reumatoide.
Factores reumatoides IgM e IgA son marcadores patdégenos clave dirigidos contra
el fragmento Fc de la IgG. Otros tipos de anticuerpos, que se han vuelto cada vez
mas importantes en la AR, son los dirigidos contra péptidos citrulinados (ACPA).
Aunque la mayoria de los pacientes ACPA positivos, generalmente son positivos
para el factor reumatoide, los autoanticuerpos ACPA parecen ser mas especificos
y sensibles para el diagnéstico, ademas parecen ser mejores predictores de
caracteristicas de mal prondstico como destruccion de articulaciones (Van der
Linden et al.,, 2009). De los individuos que padecen artritis reumatoide un 80%
presentan el FR-IgM, un 50% FR-IgA y un 91% ACPA positivo. La respuesta de

los anticuerpos varia con el tiempo, con especificidades limitadas en la artritis
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reumatoide temprana y una respuesta madura (en el que mas epitopes son
reconocidos y mas isotipos utilizados) en la enfermedad tardia (loan-Facsinay et
al., 2008). Los resultados de estudios clinicos muestran que los pacientes con
artritis reumatoide que presentan ACPA positivos, tienen mayor dafio sinovial que
los individuos con autoanticuerpos ACPA negativos. Por ejemplo,
histolégicamente, las personas con enfermedad ACPA positivos tienen mas
linfocitos en el tejido sinovial, mientras que las personas con artritis reumatoide
ACPA negativos presentan una mayor fibrosis y aumento del grosor del
revestimiento. Por tal motivo, cuando la enfermedad presenta ACPA positivos,
ocurre un dafio sinovial mayor asociado a un dafo articular y baja remision (Van
Oosterhout et al., 2008).

2.4.2. Proceso Inmunolégico Sinovial e Inflamacion

Las poblaciones de células locales dominantes en las articulaciones afectadas por
artritis reumatoide son las sinoviales y las células de cartilago. Las células
sinoviales se pueden dividir en tipo fibroblastico y macréfagos, como sinoviocitos.
Se cree que la sobreproduccién de citocinas proinflamatorias es conducida
predominantemente por macrofagos sinoviales. Por lo tanto, los sinoviocitos de
tipo fibroblastico muestran un comportamiento anormal en la artritis reumatoide.
En modelos experimentales, la co-implantacion de fibroblastos sinoviales en
cartilago acarrea fibroblastos invasores de cartilago, comportamiento que se
correlaciona con la destruccion de articulaciones (Tolboom et al., 2005). Se ha
acumulado considerable informacion sobre la destruccion de las articulaciones y el
papel de la activacion de los osteoclastos como un proceso clave que conduce a
la erosion Osea. Esta asociacion se ha demostrado, ya que la inhibicion especifica
de la activacién de los osteoclastos puede reducir la destruccion de la articulacion,
aungque no disminuye la inflamacién (Cohen et al., 2008). No se tiene claro si la
artritis comienza como un problema principal en el hueso y posteriormente se
traslada a la articulacion o viceversa. Un argumento para deducir que la artritis

reumatoide se desarrolla a partir de la articulacién, es la observacién de que
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fibroblastos como los sinoviocitos presentan un comportamiento alterado, por lo
cual podrian propagarse entre las articulaciones, lo que sugiere que de este modo
podria generarse la poliartritis. La regulacién de la inflamaciéon inmune depende de
equilibrios entre el nimero y la fuerza de diferentes tipos de células (Lefévre et al.,
2009).

La sinovitis es el proceso en el cual los leucocitos se infiltran en el compartimento
sinovial, formando una acumulacion de leucocitos que se refleja principalmente en
la migracion, en lugar de una proliferacion local. La migracion celular se habilita
por la activacion endotelial en la microvasculatura sinovial, lo que aumenta la
expresion de moléculas de adhesion (incluyendo integrinas, selectinas, vy
miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas) y quimiocinas. La sinovitis
son en consecuencia por los rasgos caracteristicos de la neoangiogénesis, que es
inducida por las condiciones locales de hipoxia y citocinas, asi como la
linfangiogénesis insuficiente, que limita egreso celular (Szekanecz et al., 2010).
Estos cambios microambientales, combinados con una reorganizacién profunda
de la arquitectura sinovial y activacion de los fibroblastos locales, permite la
acumulacion de tejido inflamatorio sinovial en la artritis reumatoide (Figura 3)
(Mclnnes y Schett, 2011).

Una cascada inflamatoria clave en la AR, es la que incluye la produccién y
expresion de TNF (Factor de Necrosis Tumoral, siglas en inglés). Esta via
conduce la inflamacién sinovial y destruccién de las articulaciones. La produccién
de TNF tiene varias causas, incluyendo las interacciones entre linfocitos T y B,
fibroblastos sinoviales y los macréfagos. Este proceso conduce a sobre-
produccién de citocinas, tales como la interleucina 6 (IL-6), que también impulsa la
inflamacion persistente y destruccion articular. El proceso para la produccion de
otras citocinas proinflamatorias (por ejemplo, la IL-1) difiere del proceso para la IL-
6, en el cual, la produccién es menos marcada o especifica para uno y/o mas
subconjuntos de enfermedades. Asi como se muestra en la artritis idiopatica
juvenil o en la enfermedad de Still’s por los efectos del bloqueo de la IL-1 (Choy et
al., 2002).
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Figura 3. Proceso de Inmunidad Adaptativa e Innata dentro de las articulaciones
con Artritis Reumatoide (Modificado de Mclnnes y Schett, 2011).
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2.4.3. Citocinas y Factores de crecimiento

Las citocinas son pequefios péptidos, productos celulares esenciales para la
comunicacion celular. Dichos péptidos actuan sobre células blanco a través de
receptores de alta afinidad, al activarse las células de la serie monocito-
macréfago. Las células T (y sus respuestas) son categorizadas como: Thl
(Interferon gamma (INF-y)) o Th2 (IL-4, IL-13), las primeras implicadas en
enfermedades autoinmunes inflamatorias cronicas. La produccién de éstas en AR
es variable y se correlaciona con el tipo de inflamacion en casos de sinovitis con
agregados linfoides, donde hay exceso de produccién de INF-y e IL-10, y cuando
se desarrolla granuloma se aumenta también el INF-y e Interleucina 4 (IL-4). En la
artritis reumatoide destaca la manera preponderante de la accién patogenética del
Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y de la Interleucina 1 (IL-1), las cuales
participan en el proceso inflamatorio articular, destructivo cartilaginoso vy
desmineralizante 0seo, asi como de sus manifestaciones sistémicas (Harris,
1993). La célula T se activa de dos maneras en la AR, una dependiente de
antigeno y otra totalmente independiente mediada por moléculas co-estimuladoras

al existir contactos célula a célula (Moreno, 2003).

La IL-18 es un mediador clave de la enfermedad, debido a que induce la
produccion de las MMP por los sinoviocitos y condrocitos, contribuyendo al
fenémeno resortivo 6seo (Fox, 2001). A pesar de tener acciones similares en los
tejidos, el efecto de la IL-1 3 en la produccion local de MMP es més potente que el
del TNF-qa, pero éste a su vez es mas importante en los fendmenos inflamatorios a
nivel sistémico, lo cual ha dado pie al concepto que el TNF-a es el responsable de
la inflamacion articular y la IL-1 ocasiona la destruccion del cartilago y los
fendmenos osteopénicos yuxta articulares con la generacion de prostaglandinas E.
Estas citocinas también pueden ser producidas en menor proporcién por los
fibroblastos y los neutrofilos, pero la evidencia sugiere que la accion estimulante
del linfocito T sobre la serie monocito-macrofago en el tejido sinovial, es mas
importante que el accionar del linfocito B en la destruccion tisular. La IL-1B y el

TNF-a actian de manera sinérgica y complementaria, estimulan diferentes
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receptores y vias de transduccion, lo cual permitiria pensar que en el futuro las
terapias bioldégicas combinadas que inhiban ambos factores serian de gran
utilidad. Las citocinas perpettan y amplifican la inflamacién en las articulaciones.
La IL-1 producida por macrofagos, IL-2 por linfocitos Thl, IL-3 por linfocitos Th2,
IL-4 e IFN-y producidas por el linfocito T, activan y amplifican la respuesta inmune
celular y humoral. La IL-1, la IL-6, el factor estimulante de colonia (CSF-1) y TNF-a
producidos especialmente por los macrofagos y fibroblastos, inician la respuesta
inmune, conllevan a la proliferacion celular e incrementan la actividad enzimética
degradativa de la matriz mediadas por prostanglandinas, fiebre y resorcién 6sea
(Fox, 2001; Hale y Hanes, 2001).

El TGF-B, actia contrarrestando los efectos de la IL-1, IL-6 y TNF-a. Suprime la
produccion de colagenasas por los sinoviocitos, tiene efectos reparativos a nivel
articular, aumenta la biosintesis de proteinas de matriz y tiene acciones
inmunosupresoras. Igualmente, se producen también quimiocinas de las cuales se
conocen cuatro familias, siendo las mas importantes la C-X-C y la C-C, que tienen
un poderoso efecto quimioatrayente sobre los tejidos y permiten la migracion y
residencia de los neutréfilos en la articulacion que al activarse generan radicales
superoxido, lesivos para el tejido y enzimas lisosomales con propiedades
degradativas (Luster, 1998).

Igualmente, se producen citocinas vasoactivas, activacion de fibrindlisis y
produccion de plasmina que activan a su vez otras colagenasas y estromelisina.
Ultimamente se ha prestado mucha atencion a la IL-15 y la IL-18, ya que trabajan
reclutando mas células T, promoviendo su proliferaciéon y la estimulacion de dichas
células, para que interactien con macrofagos sinoviales y se produzca mas TNF-
a, de tal manera que perpetidan y mantienen el proceso inflamatorio. Ya se han
detectado inhibidores naturales de la IL-18, que bloquearian la estimulacién
permanente de las células Thl. Se ha considerado que las citocinas
inmunoreguladoras son el INF-y, laIL-2, 4,5, 7,9, 10y 11 y las proinflamatorias el
TNF-qa, la IL-1, la IL-6 y la IL-18. La IL-4 actua preferencialmente sobre las células

B y tiene un efecto inhibitorio en la produccién de otras citocinas en los monocitos;
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accion similar tiene la IL-10 y la IL-13, las cuales estimulan la expresion del
receptor soluble IL-1Ra de la IL-1, e inhiben la produccion de MMP. La IL-17,
producida por células activadas de memoria CD4, tiene grandes efectos
proinflamatorios e induce la produccion de IL-1 y TNF-a, ademas, estimula la
produccion de MMP, también aumenta la produccion de o6xido nitrico por el
cartilago y estimula la diferenciacion osteoclastica. La inhibicion de esta citocina
es un blanco potencial para el tratamiento de la AR (Mclnnes y Schett, 2011). La
relacion de citocinas y su actividad relevante en la enfermedad se describen en el
Cuadro 2.

Cuadro 2. Citocinas clave implicadas en la patogénesis de la artritis reumatoide
(Mclnnes y Schett, 2011).

Citocina Principales funciones mas relevantes de la enfermedad

TNF-a Activa leucocitos, células endoteliales y fibroblastos sinoviales, que
inducen la produccién de citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesion
y la enzima de matriz; suprime funcion de células T reguladoras,
activacion de osteoclastos, resorcion de cartilago y hueso.

IL-1a e IL-1B Activa leucocitos, células endoteliales y fibroblastos sinoviales, induce
la produccion de la enzima metaloproteinasas de matriz por los
condrocitos, activa osteoclastos, control de fiebre, mejora metabolismo
de glucosa.

IL-6 Activa los leucocitos y osteoclastos, involucrado en la diferenciacion de
linfocitos B, regula metabolismo de lipidos, respuesta de fase aguda y
la anemia de enfermedades crénica.

IL-7y 15 Promueve y mantiene la activacion de las células NK, T de memoria, la
apoptosis bloque, mantiene interacciones afines células T-macroéfagos.

IL-17A e IL-17F Actdan sinérgicamente para potenciar la activacion de los fibroblastos
sinoviales, condrocitos y osteoclastos.

IL-18 Promueve la activacion de Thi, neutrdéfilos y células NK.

IL-21 Activa Th17 y subconjuntos de células B.

IL-23 Prolifera Th17.

IL-32 Activa la produccion de citocinas por varios leucocitos y promueve la
diferenciacion de osteoclastos.

IL-33 Activa mastocitos y neutrofilos.
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2.5. Receptores Serotoninérgicos en Artritis Reumatoide

La serotonina (5-Hidroxitriptamina, 5-HT) es un neurotransmisor indolamina
importante, que ademas de tener una participacion fundamental en procesos
fisiolégicos del Sistema Nervioso Central, también regula diversas funciones
biolégicas, mostrando efectos inmunomoduladores. Se han identificado siete
grupos principales de receptores 5-HT (5-HTi.7); todos estan acoplados a la
proteina G, a excepcion del 5-HTj, el cual es un canal i6nico dependiente de
ligando. Dichos receptores tienen un papel importante en la mediacion de
procesos fisiolégicos tales como la contraccion del musculo liso, la agregacion
plaguetaria, la modulacion del estado del animo y la percepcion. Ademas, varios
linajes de células hematopoyéticas tales como plaguetas, monocitos y linfocitos
pueden almacenar y liberar 5-HT cuando son estimuladas (Mossner y Lesch,
1998).

Se ha observado que el RNAmM de diversos receptores serotoninérgicos se
encuentra expresado no solo por las neuronas, sino también en células
dendriticas, monocitos, linfocitos y células mononucleares de sangre periférica
humana (PBMC); entre ellos se encuentran los receptores 5-HTig, 5-HT1F, 5-HT2a,
5-HT.g, 5-HTs y 5-HT7 (Stefulj et al., 2000). Posteriormente, fueron identificados
los RNAmM de los receptores 5-HT,c y 5-HTsa (Marazziti et al., 2001) y la presencia
del receptor 5-HTsa en la membrana de linfocitos humanos, por lo cual el receptor
podria estar relacionado con la regulacién de procesos inmunoldgicos (Rodriguez-
Cruz, 2013).

El receptor 5-HTsa s uno de los menos estudiados; por ello no se tienen agonistas
selectivos totales. Sin embargo, en un estudio realizado por Dietz et al. (2005), se
observé que el acido valerénico, el cual es un compuesto mayoritario del extracto
de Valeriana officinalis conocida como valeriana, tiene actividad agonista parcial
selectiva sobre el receptor 5-HTsa en un 80% a una concentracion de 50 pg/ml
(2x10™ M).

18



Un estudio realizado por Durk et al. (2005) demostré que ciertos receptores tales
como el 5-HT3, 5-HT4 y 5-HT7, modulan la expresion de citocinas proinflamatorias,
tales como la IL-1B, IL-6 e IL-8/CXCLS8, sin tener efecto sobre IL-18 e IFN-y; dicha
modulacién de citocinas y procesos inflamatorios pudiera estar mediada a travées
del control de la secrecién de la IL-12 y TNF-a, debido a que éstos son reducidos
por los receptores serotoninérgicos (ldzko et al., 2004), de forma similar lo
observaron Maleki-Dizaji et al. (2010) en la modulacion de la produccién de TNF-
a/PGE; en leucocitos por accion de Granisetron, antagonista del receptor 5-HT3;. El
receptor 5-HT7 se ha determinado como un blanco farmacoldgico para suprimir la
inflamacion de diversos procesos tal como lo mostraron Albayrak et al. y Kim et al.
(2013), observandose su relacion en el proceso inflamatorio, debido a que modula
la expresion de interleucinas proinflamatorias (al inhibir dicho receptor se

interrumpe el proceso inflamatorio).

Por otro lado, se ha demostrado que el receptor 5-HT,s esta directamente
implicado en los procesos inflamatorios pero con un efecto supresor, debido a que
puede disminuir la expresion de diversos marcadores proinflamatorios, tales como
IL-4, IL-10 e inclusive TNF-a (Akiyoshi et al., 2006). La accion del receptor 5-HTa
sobre TNF-a, esta implicada en la activacion del receptor para inhibir la produccion
de TNF-a e inhibir el proceso inflamatorio, que pone de manifiesto que no todos
los receptores serotoninérgicos precisamente se comportarian de la misma
manera en la expresion de citocinas proinflamatorias (Yu et al., 2008). En la artritis
reumatoide se ha visto que la densidad del receptor 5-HT,5 decrece sus niveles en
plagquetas, dicho proceso se debe a que los receptores estén regulando la
expresion de las citocinas proinflamatorias y el TNF-a para reducir la inflamacion

de la patologia (Kling et al., 2006).

Debido a la implicacion del sistema serotoninérgico con la accién de células
blancas y la expresion de citocinas dependientes de la activacion o inhibicion de

receptores a serotonina, dicha familia de receptores tienen gran importancia en la
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regulacion de procesos del sistema inmune y la accidén celular, siendo de este
modo particularmente clave en enfermedades autoinmunes como artritis

reumatoide.

2.6. Manifestaciones Clinicas

El dolor, consecuencia de la inflamacion presentada en las articulaciones, es el
sintoma mas frecuente de la artritis reumatoide. Las articulaciones dafiadas con
mas frecuencia son las mufiecas, los nudillos, las articulaciones de los dedos, los
codos, los hombros, las caderas, las rodillas y los tobillos. La inflamacién,
mantenida y no controlada, termina por dafar los huesos, ligamentos y tendones
que hay alrededor, lo cual conduce a la deformidad progresiva de las
articulaciones y a la pérdida de la capacidad para realizar algunas tareas de la

vida cotidiana.

La enfermedad comienza con dolor e hinchazén en las pequefias articulaciones de
los dedos de las manos con rigidez o tirantez matutina que puede presentarse
hasta por varias horas. Es caracteristico que las molestias se alivien con el
movimiento y a lo largo del dia. Sin embargo, los sintomas evolucionan en
semanas o0 meses desencadenando una poliartritis simétrica, especialmente a
medida que avanza y favorece las articulaciones interfaldngicas de las manos y
los pies, tales como la interfalangica proximal, articulaciones metacarpofalangicas
y metatarsofalangicas, asi como la mufieca y el tobillo. Otros hallazgos comunes
incluyen engrosamiento sinovial, derrame, eritema, disminucién de la amplitud de
movimiento, anquilosamiento y subluxacién. Dentro de las quejas sistémicas se
presenta fatiga, malestar general, fiebre, pérdida de peso y depresion. Ademas,
las manifestaciones extra-articulares mas comunes incluyen pericarditis, pleuritis,
neuropatia, escleritis, glomerulonefritis, fendbmeno de Raynaud, enfermedad
pulmonar intersticial, anemia, leucocitosis, trombocitopenia, linfadenopatia vy
esplenomegalia. En la Figura 4 se expone la frecuencia aproximada con la que se

afectan las diferentes articulaciones (Naranjo, 2006).
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Figura 4. Prevalencia de articulaciones afectadas en la artritis reumatoide
(Naranjo, 2006).

2.7. Epidemiologia e Incidencia

Varios estudios de incidencia y prevalencia de la AR han sido reportados en las
Gltimas décadas, lo que sugiere una variacion considerable de la incidencia de la
enfermedad entre las diferentes poblaciones. Sin embargo, los estudios
publicados sobre la epidemiologia AR presentan diferencias metodologicas. Estas
diferencias incluyen los métodos de identificacion de criterios, asi como el tipo de
incidencia y las tasas de prevalencia, debido a que los criterios del ACR difieren
de los criterios de la EULAR del 2010, al excluir algunos casos como procesos de
artritis temprana. Los estudios anteriores pueden haber incluido casos que no

corresponden a la definicion actual de la AR. Ademas, los métodos de
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determinacion de los casos difieren entre los estudios. Estas y otras diferencias
metodologicas ponen algunas limitaciones en la comparacion de los estudios
descriptivos y la interpretacion de los diferentes hallazgos. Sin embargo, es
probable que la epidemiologia de la AR presente algunas tendencias
caracteristicas, que podrian considerarse como independientes de las cuestiones

metodoldgicas (Alamanos y Drosos, 2005).

2.7.1. Prevalencia de la Artritis Reumatoide

La mayoria de los estudios de prevalencia llevados a cabo en las zonas de
Ameérica del Norte y Europa del Norte estiman una prevalencia de 0.5 a 1.1 %
(Gabriel et al., 1999; Simonsson et al., 1999; Power et al., 1999; Riise et al., 2001;
Carmona et al., 2002; Symmons et al., 2002; Andrianakos et al., 2003). En México,
para el afio 2011, se ha reportado que al menos 1 millébn 700 mil mexicanos
padecen la enfermedad, lo cual representa en promedio 1.6% de la poblacién
total. El estado con mayor prevalencia es el de Yucatan con 2.8%, contrario a
esto, estados como Nuevo Ledn y el Distrito Federal son los que presentan menor
prevalencia con 0.7% y 1% respectivamente (Pelaez-Ballestas et al., 2011). Por su
parte, en el estado de Querétaro se encuentra reportada una prevalencia de 0.8%
de los pacientes con tratamiento para AR (Santibafez-Beltran et al., 2013). Los
estudios realizados en los paises del sur de Europa reportan una prevalencia de
0,3a0,7 % (Carmona et al., 2002; Andrianakos et al., 2003).

Los estudios realizados en los paises en desarrollo también reportan una
prevalencia relativamente baja de la enfermedad (entre 0,1 % y 0,5 %) (Spindler et
al., 2002; Dai et al., 2003; Akar et al., 2004; Senna et al., 2004). La mayor
prevalencia se ha reportado en algunos nativos americanos de 5.3 a 6.0%, y una
muy baja frecuencia de la AR en algunas zonas del Africa rural que van desde 0.3
a 0.9 % (Silman et al.,, 1993). Las tasas anuales de incidencia de la AR varian
entre 20 y 50 casos por cada 100.000 habitantes en América del Norte y los

paises del norte de Europa. Hay muy pocos estudios de los paises del sur de
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Europa que indican una incidencia relativamente baja de la enfermedad (Guillemin
et al., 1994; Andrianakos et al., 2003).

Estudios previos realizados en Japon sugieren que existe una mayor incidencia de
la enfermedad, entre 4 a 9 casos por cada 100 personas, pero todos ellos se
basan en los criterios de identificacion anteriores (Shichikawa et al., 1999). El
Cuadro 3 resume los datos sobre la prevalencia e incidencia de la AR en

diferentes regiones del mundo y en varios paises.

2.7.2. Tendencia temporal en incidencia y prevalencia de Artritis Reumatoide

Existen datos relativamente limitados sobre las tendencias de la incidencia y la
prevalencia de la AR a través del tiempo. Algunos estudios de América del Norte,
Europa del Norte y de las poblaciones japonesas sugieren una disminucién en la
prevalencia e incidencia de la enfermedad después de la década de 1960. Sin
embargo, esta disminucion en la tendencia podria estar relacionada con el sistema
metodoldgico utilizado en los estudios epidemioldgicos, el cual podria estar
reportando una menor prevalencia de la que realmente existe. Las diferencias en
la determinacién de los casos, la identificacion de casos y el acceso a servicios de
salud podria explicar en cierta parte el descenso observado (Doran et al., 2002;
Shichikawa et al., 1999).

Cuadro 3. Tasas de Prevalencia e Incidencia de artritis reumatoide en todo el
mundo (casos por cada 100 habitantes) (Alamanos y Drosos, 2005).

Norte América  USA (poblacién general) 0.9-1.1 0.2-0.07
USA (nativos-americanos) 5.3-6.0 0.09-0.89
México 1.6

Norte Europa Inglaterra 0.8-1.1 0.02-0.04
Finlandia 0.8 0.03-0.04
Suecia 0.5-0.9
Noruega 0.4-0.5 0.02-0.03
Holanda 0.9 0.05
Dinamarca 0.9
Irlanda 0.5

Sur Europa Espafa 0.5
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Francia 0.6 0.01
Italia 0.3
Grecia 0.3-0.7 0.02
Yugoslavia 0.2
Sur América Argentina 0.2
Brasil 0.5
Colombia 0.1
Asia Japon 0.3 0.04-0.09
China 0.2-0.3
Indonesia 0.2-0.3
Pakistan 0.1
Medio Oriente  Egipto 0.2
Israel 0.3
Turquia 0.5
Africa 0-0.3

2.7.3. Mortalidad y Supervivencia

Las tasas de mortalidad son mas altas entre los pacientes con AR que en la
poblacion general, aunque las tasas de mortalidad reportadas varian ampliamente
entre los estudios realizados. La supervivencia esperada de los pacientes con AR
es probable que disminuya 3 a 10 afios de acuerdo con la gravedad de la
enfermedad, la edad de aparicion de la enfermedad, el tratamiento suministrado,
asi como los factores genéticos y ambientales. Las causas de muerte no difieren
significativamente entre los pacientes con AR y la poblaciébn en general. La
mayoria de los individuos afectados fallecen de las mismas causas que la
poblacion en general, pero a una edad mas joven (Wolfe et al., 1994; Gabriel et
al., 2003).

2.8. Diagnostico

Los primeros criterios de clasificacion fueron disefiados para distinguir la artritis
reumatoide establecida a partir de otros tipos de enfermedades de articulaciones.
Los criterios del ACR estan limitados por la falta de sensibilidad y especificidad
para la clasificacion de los pacientes con AR, debido a que, en los criterios es

dificil que se pueda incluir la identificacion de personas con artritis muy temprana,
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que posteriormente presentaran AR (Banal et al., 2009). El tratamiento eficaz de
la artritis temprana evita o retrasa los sintomas de los pacientes que cumplen con
los criterios de 1987. Ademas, dos sintomas, el dafio articular-erosivo y
enfermedades extra-articulares, son cambios generados de ultima hora por el
tratamiento moderno, que impiden el diagnostico (Morvan et al., 2009). Los
modelos de prediccion se han desarrollado a partir de estudios observacionales
prospectivos de pacientes tratados con artritis temprana. Estos modelos estan
disefiados para pronosticar los resultados en las personas con artritis temprana

gue no cumplen actualmente los criterios de 1987 (Figura 5) (Kuriya et al., 2009).

En la presencia de artritis reumatoide, la inflamacion sistémica se muestra por los
altos reactantes de fase aguda y la rigidez matutina prolongada, factores que
aumentan particularmente en la AR. Esto ha llevado a que la ACR y la EULAR
elaboren nuevos criterios de clasificacion para artritis temprana (Figura 5) (Aletaha
et al., 2010). Estos criterios se desarrollaron en tres fases. La primera fase fue un
enfoque basado en datos, sobre la base de cohortes de pacientes con artritis
temprana, para identificar factores reactantes en suero y sus niveles, asociados
con la decisién de un médico para iniciar tratamiento con metotrexato. La segunda
fase fue un enfoque basado en el consenso para refinar estos factores con una
serie de evaluaciones escritas de los pacientes (es decir, resimenes escritos de
casos anénimos que proporcionaron informacion suficiente para tomar decisiones
sobre el paciente) para permitir la entrada de pensamiento clinico actual. La
tercera fase ha resumido toda la informacién para llegar a un modelo de prediccién
y corte para la puntuacién de probabilidad (Aletaha et al., 2010).
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Criterio ACR/ EULAR 2010

1. Laafectacion articular (0-5).
+ Una articulacion de mediana a grande (0).

Criterio ACR 1987 + Dos adiez articulaciones de mediana a grande (1).

+ Una atres articulaciones pequefias (2).

1. Rigidez matutina (por lo menos 1 hora). + Cuafroa diez arficulaciones pequefias (3). )

2. Arritis en 3 omas articulaciones. + Mas de diez arficulaciones (al menos una pequefia (5).

3. Arritis en arficulacion de la mano (21 2. Serologia (0-3 puntos).

articulacion inflamada). + FRnegativoy ACPA negativo (0).

4. Artritis siméfrica. + FRpositivo bajoy ACPA positivo bajo (2).

5. Nodulos reumaticos. + FRpositivo alfo y ACPA positivo alfo (3).

6.  Factor Reumatoide positivo en suero. 3. Reactantes de fase aguda (0-1).

7. Cambios radiograficos (erosiones en hueso). + Nommal CRP y normal ESR (0).
- Anormal CRP y anormal ESR (1).

Cuatro de estos siefe criterios deben de estar 4. Duracion de los sintomas (0-1).

presentes. Los criterios del 1-4 deben haber estado + Menos de seis semanas (0).

presentes al menos 6 meses. + Sels semanas o mas (1).

Los punios se muestran entre paréniesis. Punto de corte para
artritis reumatoide es de 6 puntos o mas.

Prediccion de artritis temprana 2007

1. Edad (multiplicar por 0.02).
2. Sexo (femenino 1 punto).
3. Distribucion de las articulaciones afectadas.
+ Ariculaciones pequefias, manos y pies (0.5).
+ Simétricas (0.5).
Miembros superiores (1), miembros inferiores (1.5).
. Rigidez matutina (escala analogica visual).
De 262 90mm (1).
=00 mm (2).
. Numero de articulaciones sensibles.
Cuatro a diez (0.5).
Once o mas (1).
. Articulaciones inflamadas
Cuatroa diez (0.5).
Once o mas (1).
. Proteina C-reactiva en suero (mg/L).
De cinco a cincuenta (0.5).
+ Cincuentay uno o mas (1.5).
8. FRpositivo (1).
9. ACPA positivos (2).

LI I

o oy e

Los puntos se muestran enfre paréntesis. Punto de corte
para la artritis reumatoide de 8 puntos o mas.

Figura 5. Clasificacion convencional y nueva de criterios para artritis reumatoide
(Modificado de Scott et al., 2010).

2.9. Terapias

El tratamiento del paciente con AR esta dirigido para preservar la integridad y la
funcién de la articulacion, asi como la prevencion de manifestaciones extra
articulares. Todas las articulaciones afectadas pueden llegar a ser destruidas, por

lo tanto, todos los pacientes con la enfermedad establecida deben recibir
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tratamiento tan pronto como sea posible. El tratamiento de los pacientes con AR
se realiza con farmacos antirreuméticos modificadores de la enfermedad
(DMARDS, por sus siglas en inglés) y terapias anticitocinas. Mientras que el
tratamiento de la AR ha evolucionado a partir de la medicina empirica (uso de
sales de oro inyectadas) a las terapias basadas en la experimentacion preclinica
sustancial (terapias del factor de necrosis tumoral alfa), la seleccién de un agente
terapéutico o de una combinacion de productos farmacéuticos para un paciente
individual, es impulsada principalmente por la gravedad de la enfermedad, las
caracteristicas del paciente y los costos. Los tratamientos con los que actualmente
se cuenta van dirigidos principalmente a resolver los signos y sintomas, restaurar
la funcion fisica y prevenir el desarrollo de dafio en las articulaciones, o en caso de
gue exista dafio, para aminorar o detener la progresion de la enfermedad. Sin
embargo, a pesar de la disponibilidad actual de una amplia gama de farmacos y
agentes biolégicos (utilizados ya sea individualmente o en combinacién), puede
que no sea posible lograr una remision completa. La terapia farmacologica es el
pilar terapéutico para todos los pacientes, excepto aquéllos en remision. Los
medicamentos que se usan ya sea solos 0 en combinacion (Cuadro 4), son los
antinflamatorios no esteroideos (AINEs), DMARDS vy terapias biolégicas (Paula y
Alves, 2014).

Las combinaciones de agentes de las diferentes clases de terapias se emplean
con frecuencia en el tratamiento. Sin embargo, el uso simultdneo de dos o mas
agentes de una clase de drogas se suele reservar para los DMARDS. Varias
combinaciones de DMARDS se han utilizado para tratar tanto los principios de la
ARy la enfermedad establecida. Actualmente, no esta claro qué combinacion es la
mejor, en qué momento deberian utilizarse, o quienes tienen mas probabilidades
de beneficiarse de la terapia de combinacion frente a monoterapia de DMARD
(Khurana y Berney, 2005; Paula y Alves, 2014).
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Cuadro 4. Medicamentos para el tratamiento de artritis reumatoide (Khurana y
Berney, 2005; Paula y Alves, 2014).

Acetaminofeno Azatioprina Etanercept

Tramadol D-penicilamina Infliximab

Inhibidores COX2  Hidroxicloroquina Adalimumab

Capsaicina Metotrexato Anakinra
Narcoticos Sulfasalazina Rituximab
Ibuprofeno Leflunomida Abatacept

Tocilizumab

Los farmacos antirreumaticos son sustancias potencialmente téxicas, por lo tanto,
debe alcanzarse un equilibrio entre los efectos secundarios y el efecto terapéutico.
Por ello, todos los DMARDS tienen recomendaciones de vigilancia de sus efectos
secundarios. La estrategia recomendada por el ACR para la vigilancia de los
medicamentos en el tratamiento de la AR con DMARDS, es comprobar los niveles
de transaminasas en suero, albumina y creatinina en sangre, proceso que se
realiza cada 4 a 8 semanas. Sin embargo, si la leflunomida y el metotrexato se
usan en conjunto, la supervisibn debe realizarse de manera mensual. El
tratamiento de las manifestaciones extra-articulares de la artritis reumatoide, tales
como la enfermedad intersticial pulmonar y vasculitis, entre otras, se basa en una
evaluacion de la gravedad y la actividad de dichos sintomas, llevando a cabo un
monitoreo constante. La mayor parte de las condiciones que amenazan la vida son
tratadas con DMARDS, esteroides a dosis altas y/o inmunosupresores. Las
decisiones de gestion requieren distinguir entre la infeccion que subyace a la AR y
los efectos secundarios de los medicamentos. El tratamiento antirreumatico
riguroso no logra curar la enfermedad, ya que tiene como objetivo suprimir la

actividad de la enfermedad al maximo, por lo cual solo reducira la enfermedad y
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sus complicaciones extra-articulares, notando una mejoria con buen control del
dolor y la inflamacion de las articulaciones, lo que es importante, con una buena
funcion fisica y calidad de vida. Cuando se destruyen las articulaciones, los
pacientes deben ser derivados al cirujano ortopédico, para realizar una

reconstruccion o reemplazo de la misma (Khurana y Berney, 2005).

La utilizacion de nuevas terapias dirigidas a diversos factores del proceso
inflamatorio, ha ido proponiendo el desarrollo de anticuerpos, anticitocinas y
antiquimiocinas que bloquen sus sefales proinflamatorias. ElI Etanercept es una
de estas nuevas terapias, presentandose como un anticuerpo humanizado el cual
tiene como objetivo el bloqueo del TNF-a y de su receptor, con ello se evita la

expresion de citocinas proinflamtorias.

El Rituximab, un anticuerpo monoclonal quimérico anti-CD20, fue utilizado
originalmente en el linfoma no Hodgkin; su acciéon consiste en la induccion de
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos, la citotoxicidad
dependiente del complemento, y la apoptosis de los linfocitos B en diversas etapas
de desarrollo, lo cual conduce a una disminucion transitoria casi completa en la
sangre periférica, aunque soélo parcialmente en la médula ésea y nichos de tejido
sinovial. El beneficio se refleja en una reduccion de la actividad de la enfermedad
clinica y los marcadores de inflamacion de laboratorio, deteniendo la progresion
radiografica, mejorando la capacidad funcional. El efecto dura consistentemente
mas de 6 meses después de un solo curso de dos administraciones de la droga,

separadas por 15 dias.

La administraciébn de Abatacept conduce a la inactivacion de linfocitos B con
impedimentos y la reduccion de los niveles de autoanticuerpos, junto con una
reduccion en la activacion de los osteoclastos mediados por la disminucion de la
liberacion de citocinas de los linfocitos T, linfocitos B, y macrofagos. El Abatacept
es mas eficaz en pacientes con ACPA positivo. La razén de esto es desconocida,
debido a que la AR es un sindrome con mdltiples subtipos que pueden responder

de manera diferente a distintas terapias.

29



El bloqueo de la sefalizacion de IL-6 mediante la administracion de Tocilizumab
ha producido resultados consistentes, ya sea en combinacion con metotrexato o
en monoterapia. Los ensayos de fase Ill ya se han realizado con una formulacién
oral disponible de Tofacitinib, que ha demostrado ser exitoso en la reduccion de la
actividad clinica y la enfermedad de laboratorio, y la progresion radiogréafica en
comparacion con el placebo, con un buen perfil de seguridad. La Anakinra,
inhibidor de la IL-1, es una forma no glicosilada recombinante del antagonista del

receptor de IL-1 humana (Paula y Alves, 2014).

En el caso de los sistemas serotoninérgicos, se han utilizado terapias sobre la
recaptura de serotonina, las cuales consisten en la utilizacion de fluoxetina y
citalopram como inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (SSRI’s, por
sus siglas en inglés). Con ello, los niveles de serotonina circulante se elevan,
teniendo un efecto de disminucién en la liberacion de citocinas proinflamatorias
como TNF-a e IL-6, asi como la inhibicion de los receptores tipo Toll. Sin embargo,
la disminucién del proceso inflamatorio es debido a la accion de la fluoxetina y
citalopram como SSRI's, que ayudan al aumento en la concentracion de
serotonina, la cual posiblemente actlie sobre sus receptores para la disminucién
de las citocinas proinflamatorios, mecanismos que no son claros (Sacre et al.,
2010).

3. JUSTIFICACION

La adaptacion continua del sistema inmune frente a los tratamientos bioldgicos
para la artritis reumatoide, ha obligado a la blusqueda de nuevas terapias para el
control de este padecimiento; uno de los controles mas importantes es el de las
citocinas proinflamatorias, debido a que son los responsables de la mayor

afectaciéon de la patologia y de la inflamacién del tejido sinovial.

Se sabe que los receptores serotoninérgicos tienen un efecto sobre la expresion
de las citocinas proinflamatorias, entre ellos 5-HT3 5-HT4, 5-HT7, los cuales tienen

un efecto activador sobre la expresion de dichas citocinas; la activacion de esos
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receptores ocurre a traves de su acoplamiento a una proteina Gs. El receptor 5-
HTsa, al estar acoplado a proteina G; y al activarse por accién del agonista parcial
acido valerénico, se esperaria que tuviese un efecto en la disminucién de la
expresion de las citocinas proinflamatorias, con lo que disminuiria el proceso
inflamatorio de la membrana sinovial en la artritis reumatoide y controlaria su
sintomatologia. Con esto se busca que este receptor sea utilizado como nuevo
blanco farmacolégico para el tratamiento de la inflamacion en la artritis

reumatoide.
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4. HIPOTESIS

La activacion del receptor serotoninérgico 5-HTsa disminuird las citocinas
proinflamatorias, asi como del factor TNF-a en muestras de pacientes con

artritis reumatoide.
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5. OBJETIVOS

5.1. General
e Evaluar los efectos de la actividad del receptor 5-HTsa en la
expresion de citocinas proinflamatorias en muestras de linfocitos de

pacientes con artritis reumatoide.

5.2.  Especificos

e Evaluar la expresion del receptor 5-HTsa en linfocitos de pacientes con
artritis reumatoide en comparacion con un control de sujetos sanos.

e Cuantificar IL-1 e IL-6 en medio de cultivo de linfocitos de pacientes con
artritis reumatoide, con y sin activador del receptor 5-HTsa Yy comparar
con un control de sujetos sanos.

e Cuantificar TNF-a en medio de cultivo de linfocitos de pacientes con
artritis reumatoide, con y sin activador del receptor 5-HTsa Yy comparar

con un control de sujetos sanos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Equipos
Campana de flujo laminar
Centrifuga
Microcentrifuga
Espectrofotometro
Equipo ELISA de Bio Rad
Céamara de Electroforesis Vertical
Fuente de Poder
Hypercassette

Lampara Kodak ajustable modelo B

6.2. Materiales y Reactivos

Tubos para muestra sanguinea con EDTA

Kit Ficoll-Paque de General Electric Healthcare Bio Science
Tubos Eppendorf

Tubos Falcon

Medio RPMI 1640

Suero fetal bovino

Solucién de suplemento Penicilina-Estreptomicina-L-glutamina 100x
Mechero Bunsen

TRIS-HCI

Solucion acida de azul brillante de Coomasie

Gel de poliacrilamida

Solucion PBS 1X

Solucion PBT 0.5 %

Anticuerpo 5-HTsa hecho en conejo

Anticuerpo HRP hecho en cabra anticonejo

Kit ECL Amersham de General Electric Healthcare
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Placas fotograficas hipersensibles para revelado Amersham de General Electric
Estandar de 5-HTsa

Kit ELISA para IL-1, IL-6 y para TNF-a

Fijador Kodak

Revelador Kodak

6.3. Material Biologico

Se utilizaron muestras de sangre periférica de pacientes con artritis reumatoide
(criterio de inclusion ACR-EULAR 2010); ademas se tomaron muestras de
pacientes que no presentaran procesos infecciosos, esto con el fin de eliminar la
posibilidad de procesos inflamatorios provocados por infeccién; se dividieron en
dos grupos: pacientes con tratamiento antiinflamatorio (AINE) y pacientes sin

tratamiento.

La toma de muestra se realiz6 bajo las medidas de bioética, de pacientes con
Artritis Reumatoide de pobladores de un municipio de Guanajuato, México. Antes
de realizar la toma de muestra se le informo al paciente sobre el procedimiento,
asi como el motivo de la investigacion de manera oral y escrita. El paciente debié
estar de acuerdo en la realizacion de la investigacion con su muestra sanguinea
firmando el consentimiento informado (ANEXO 1) para su toma de muestra y
manejo de datos de manera confidencial. Posteriormente, se le proporcion6 un
formulario que llend, sobre los criterios de inclusion de la ACR-EULAR 2010,
dejando en blanco el apartado de los resultados de las pruebas serologicas para
artritis reumatoide, los cuales les fueron entregados en plazo de un mes a través
de su médico mediante un folio (esto para mantener la confidencialidad de los
datos); estos resultados no tuvieron ningun costo para el paciente (ANEXO lI).
Posteriormente, los estudios se desarrollaron en la Facultad de Quimica de la

Universidad Auténoma de Querétaro, Querétaro, México.
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Las muestras se procesaron con la técnica Ficoll-Paque de General Electric
Healthcare Bio Science para la obtencion de linfocitos. Las muestras de linfocitos
se separaron en alicuotas de 500 pl y se almacenaron en tubos Eppendorf a 4 °C
hasta su utilizacion en cultivo celular y a -80 °C para su utilizacion en la extraccion
de proteinas para la realizacion del Western Blot para verificar la expresion del

receptor a serotonina 5-HTsa.

6.4. Cultivo Celular

Después de haber realizado la toma de muestras con tubos desechables estériles
de 5 ml, se procesaron en la campana de flujo laminar, que debid limpiarse
previamente con alcohol al 70 %, manteniéndola con luz ultravioleta media hora
antes de manejar la muestra. Utilizando cajas de cultivo de 6 pozos se vertieron 2
ml de medio RPMI 1640 en cada muestra, el medio se enriquecié con suero fetal
bovino 10 %, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 2 mM de L-
glutamina y fitohemaglutinina a una concentracion de 0.02 ml por ml de medio. Se
incubaron a 37 °C en la estufa, la cual estuvo a temperatura constante, con una
atmosfera al 95 % de oxigeno y 5 % de CO,. Se incubaron durante 48 h y
posteriormente se les adiciond el tratamiento utilizando las siguientes
concentraciones de los compuestos: 1x10™*? a 1x10 de serotonina y 1x10® a
1x107 de &cido valerénico. Posteriormente se dejaron pasar 24 h y al finalizar este
tiempo se llevdé a cabo el ensayo de viabilidad celular con azul tripano. Los
linfocitos fueron colectados en tubos Eppendorf y almacenados a -80 °C para su
utilizacién en la extraccion de proteinas para la realizacion del Western Blot. De la
misma forma, los medios de cultivo de los pozos fueron colectados y almacenados
a -80°C para posteriormente llevar a cabo la cuantificacién de los niveles de

citocinas proinflamatorias IL-1, IL-6 y TNF-a.
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6.5. Extraccion de Proteinas

Una vez que se obtuvieron las muestras de linfocitos de los pacientes, controles
sanos y de los cultivos, se almacenaron a -80 °C; posteriormente se les agregaron
5 mL de amortiguador de extraccion (50 mM Tris-HCI pH 9.0-9.5) por cada 5 a 10
x10° células.

La homogenizacion se llevd a cabo utilizando el equipo ultraturrax durante 30
segundos en posicion ‘1’ en presencia de inhibidores de proteasas. La extraccion
se completd durante una hora a 4 °C, con agitacion constante (en hielo).
Concluida la hora, se centrifugd durante 15 minutos a 3,000 rpm con una
microcentrifuga; se recogié el sobrenadante y éste se volvié a centrifugar durante
15 minutos a 12,000 rpm; se tomd nuevamente el sobrenadante, el cual se guardd

en alicuotas de 200 pl hasta su utilizacion en la cuantificacion de proteinas.

6.6. Cuantificacion de Proteinas

Después de obtener los homogenizados de linfocitos, se realizé una cuantificacion
de proteina total contenida en cada una de las muestras, utilizando el ensayo para
proteinas de Bio-Rad basado en el método de Bradford.

Se prepararon 5 diluciones por triplicado de una proteina estandar (Albumina
Sérica Bovina (BSA) 0.1 pg/mL) a partir de la cual se elaboré la curva de
calibracion; las diluciones que se elaboraron se muestran en el Cuadro 5 (el rango
lineal para BSA fue 1.2 a 20 ug/mL). El colorante que se empled es una solucién

acida de azul brillante de Coomassie.

Se cuantificaron las proteinas de las muestras, midiendo 800 uL de cada muestra
a los cuales se agregaron 200 pL de colorante. La cuantificacion se realizé en
ensayos por triplicado y la muestra se diluyd a 1:10, solo en el caso necesario. Las
muestras se incubaron a temperatura ambiente por 5 minutos y su absorbencia

fue leida a 595 nm.
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Con las absorbencias obtenidas y haciendo uso de la curva de calibracion, se

obtuvieron las concentraciones de las proteinas de las muestras.

Cuadro 5. Diluciones para la preparacion de la curva de calibracion de

cuantificacion de proteinas.

TUBOS (por BSA Volumen BSA H,0 (uL) Reactivo de Bradford
triplicado)  (ug/my 01 mo/mb) 2 Bio-Rad (uL)
Blanco 0 0 800 200

1 2.5 25 775 200

2 5 50 750 200

3 10 100 700 200

4 20 200 600 200

6.7. Western Blot

Se realizé un andlisis de la expresion proteica del receptor 5-HTsa €n las muestras
de pacientes con artritis reumatoide y de los cultivos con sus tratamientos, se

utilizaron como control muestras de individuos sanos.

6.7.1. SDS-PAGE

Se llevo a cabo la separacion de proteinas de concentraciones conocidas de las
muestras, mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sédico (SDS-PAGE). Se calculé el volumen necesario para tener 75 pg de
proteina en cada pozo; este volumen se completé con el amortiguador de la
muestra para tener un maximo de 20 pL por pozo (en peines de 10 pozos de 1 mm

de grosor). Posteriormente, las muestras se hirvieron durante 5 minutos.
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Se trabajo con geles de poliacrilamida al 10 % en condiciones reductoras. Se
utilizaron peines de 10 pozos en los cuales se colocaron las muestras (30 pL) y los
marcadores de peso molecular (10 pL) dispuestos en los pozos de cada extremo.
Las muestras se corrieron con un voltaje constante de 100 V los primeros 15
minutos y 150 V durante el tiempo necesario para que la muestra llegue hasta el

final del gel (aproximadamente 40 minutos).

6.7.2. Electrotransferencia de Proteinas

Una vez que se separaron las proteinas en funcion de su diferente peso
molecular, se transfirieron del gel a una membrana de nitrocelulosa. Se les aplicé
un campo eléctrico de 200 mA durante una hora; de esta manera las proteinas
migraron fuera del gel de poliacrilamida hasta la superficie de la membrana donde
se quedaron fuertemente adheridas; de esta manera, el patrén de proteinas que
se tenia en el gel de poliacrilamida no cambié al ser transferido hacia la

membrana.

Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10 minutos en PBS 1X para retirar
los restos de poliacrilamida; después se bloque6 la membrana para evitar la unién
inespecifica a la superficie de los anticuerpos utilizados para la deteccion de la
proteina de interés. La membrana se incubd durante una hora en leche (Bio-Rad)
al 3 % en PBT 0.5 %. Después de bloguear la membrana, se realizaron otros tres
lavados en PBS 1X.

Se prosiguid, incubando la membrana toda la noche con el anticuerpo primario
anti-5-HTsa (Santa Cruz Biotechnology), hecho en conejo, diluido 1:500 en leche
preparada al 1 % en PBT preparado al 0.5 %. Transcurrido ese tiempo, se hicieron
tres lavados en PBS 1X; posteriormente, se dejo incubando la membrana con el
anticuerpo secundario anti-conejo HRP (Peroxidasa de Rabano Picante, por sus
siglas en inglés) (Santa Cruz Biothecnology) durante dos h. Enseguida, se

realizaron tres lavados mas en PBS 1X para proceder al revelado con
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qguimioluminiscencia. Como control de carga (proteina de referencia) del ensayo

de Western Blot; se utilizo anticuerpo anti-actina (Santa Cruz Biotechnology).

6.7.3. Ensayo con Quimioluminiscencia

El ensayo con quimioluminiscencia (ECL) se realizO en un cuarto totalmente
oscuro. Se prepararon las siguientes diluciones: 35 mL de fijador Kodak en 160
mL H,O destilada y 35 mL de revelador Kodak en 160 mL de H,O destilada.

Se midieron volimenes iguales (10 mL de c/u) de las soluciones A y B para la
preparacion del sustrato para quimioluminiscencia ECL, preparado de manera
casera por el grupo de investigacion del laboratorio (Rodriguez-Cruz, 2013); se
mezclaron las soluciones y las membranas se sumergieron durante 1 minuto en
dicha mezcla. Se utilizaron placas fotograficas hipersensibles para revelado
Amersham General Electric y la lampara de luz roja Kodak de seguridad ajustable
modelo B.

La membrana de nitrocelulosa se presion6é contra la placa de revelado en el
“hypercassette” durante 1 minuto. Luego, la placa fotografica se sumergioé en el
revelador; enseguida se realizé un lavado en agua destilada, después se sumergio
en el fijador y por ultimo se enjuag6 con agua destilada por un minuto en cada
solucion. Se obtuvo como resultado las placas con patrones de bandeo. Estas
bandas fueron evaluadas por medio de un andlisis densitométrico con el software
Quantity One de Bio-Rad.

6.8. Cuantificacion de IL-1, IL-6 y TNF-a

Se llevd a cabo la cuantificacion de los niveles de proteina IL-1, IL-6 y TNF-a
mediante la técnica de ELISA de PEPROTECH, en las muestras de pacientes con
artritis reumatoide sin el tratamiento de acido valerénico, agonista parcial del

receptor 5-HTsa Y en las muestras en las cuales se suministré el agonista parcial
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del 5-HTsa para observar el efecto y la relacion que tiene dicho receptor
serotoninérgico con la expresion de las citocinas proinflamatorias y el factor TNF-

a. Se utilizaron muestras de linfocitos de individuos sanos como control.

6.8.1. Cuantificaciéon de IL-1

Se utilizé el kit Mini ELISA IL-1a (900-M11) de Peprotech. Para la preparacion de
la placa, se diluy6 el anticuerpo de captura con PBS hasta una concentracion de
0.5 pg/ml. Inmediatamente, se adicionaron 100 pl a la placa de ELISA. Se cubrio
la placa y se incubd durante la noche a temperatura ambiente. Después se
removio el liquido y realizd 4 lavados con 300 pl de buffer de lavado por pozo.
Después de lavar la placa, se invirtié para remover el residuo sobre una toalla de
papel, se agregaron 300 pl de buffer de bloqueo por cada pozo. Se incub6 durante
una hora a temperatura ambiente y posteriormente se aspiré y lavd 4 veces la
placa. Posteriormente, el estandar se llevo a dilucién desde 1 ng/ml hasta el cero,
inmediatamente se agregaron 100 ul de estandar o muestra por pozo por
triplicado, y se incub6 a temperatura ambiente durante 2 h. Para llevar a cabo la
deteccion se aspir6 el liquido y se realizaron 4 lavados, se agregaron 100 pl por
pozo del anticuerpo de deteccién a una concentracion de 0.5 pg/ml y se incub6 a
temperatura ambiente durante 2 h; terminando la incubacién se aspir6 el liquido y
se realizaron 4 lavados, se agregaron por pozo 100 pl de Avidina-HRP conjugado
a una dilucion de 1:2000, para incubar durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Después se aspir0 el liquido, se realizaron 4 lavados y se agregaron
100 pl de solucién ABTS por pozo; se incub6é a temperatura ambiente para el
desarrollo del color y finalmente se analiz6 la placa de ELISA a 405 nm fijando una

correccion de la longitud de onda a 650 nm.

6.8.2. Cuantificacién de IL-6

Para la cuantificacion de IL-6 se utilizé el kit Mini ELISA IL-6 (900-M16) de
Peprotech. Para la preparacion de la placa, se diluy6 el anticuerpo de captura con
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PBS hasta una concentracion de 1 pg/ml. Inmediatamente, se adicionaron 100 pl a
la placa de ELISA. Se cubri6 la placa y se incub6d durante la noche a temperatura
ambiente. Después se removidé el liquido y realizaron 4 lavados con 300 ul de
buffer de lavado por pozo. Posteriormente, se invirtio para remover el residuo
sobre una toalla de papel, se agregaron 300 ul de buffer de bloqueo por cada
pozo. Se incubd durante una hora a temperatura ambiente y posteriormente se
aspiré y lavé 4 veces la placa. Posteriormente, el estdndar se llevd a dilucién
desde 1 ng/ml hasta el cero, inmediatamente se agregaron 100 ul de estandar o
muestra por pozo por triplicado, y se incubd a temperatura ambiente durante 2 h.
Para llevar a cabo la deteccién se aspir6 el liquido y se realizaron 4 lavados, se
agregaron 100 pl por pozo del anticuerpo de deteccion a una concentracion de 0.5
png/ml y se incubd a temperatura ambiente durante 2 h; terminando la incubacién
se aspiro el liquido y se realizaron 4 lavados, se agregaron por pozo 100 ul de
Avidina-HRP conjugado a una dilucién de 1:2000, para incubar durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Después se aspir6 el liquido, se realizaron 4 lavados y se
agregaron 100 pl de solucion ABTS por pozo; se incubd a temperatura ambiente
para el desarrollo del color y finalmente se analizo la placa de ELISA a 405 nm

fijando una correccion de la longitud de onda a 650 nm.

6.8.3. Cuantificaciéon de TNF- a

Se utilizé el kit Mini ELISA TNF-a Humano (900-M25) de Peprotech. Para la
preparaciéon de la placa, se diluy6 el anticuerpo de captura con PBS hasta una
concentracion de 1 pg/ml. Inmediatamente, se adicionaron 100 pl a la placa de
ELISA. Se cubri6 la placa y se incubé durante la noche a temperatura ambiente.
Después se removio6 el liquido y realizo 4 lavados con 300 pl de buffer de lavado
por pozo. Posteriormente de lavar la placa, se invirtid6 para remover el residuo
sobre una toalla de papel, se agregaron 300 ul de buffer de bloqueo por cada
pozo. Se incubd durante una hora a temperatura ambiente y posteriormente se
aspiré y lavo 4 veces el la placa. Posteriormente el estandar se llevo a dilucion

desde 2 ng/ml hasta el cero, inmediatamente se agregaron 100 ul de estandar o
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muestra por pozo por triplicado, y se incub6 a temperatura ambiente durante 2 h.
Para llevar a cabo la deteccién se aspir6 el liquido y se realizaron 4 lavados, se
agregaron 100 pl por pozo del anticuerpo de deteccion a una concentracion de 0.5
pug/ml y se incubd a temperatura ambiente durante 2 h; terminando la incubacion
se aspiro el liquido y se realizaron 4 lavados, se agregaron por pozo 100 pl de
Avidina-HRP conjugado a una dilucién de 1:2000, para incubar durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Después se aspir0 el liquido, se realizaron 4 lavados y se
agregaron 100ul de solucion ABTS por pozo; se incubé a temperatura ambiente
para el desarrollo del color y finalmente se analizo la placa de ELISA a 405 nm

fijando una correccion de la longitud de onda a 650 nm.

7. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de la expresion del receptor 5-HTsa mediante Western Blot, se
manejaron dos grupos, un grupo control de linfocitos de sujetos sanos y el grupo

de linfocitos de personas con artritis reumatoide.

Se manejaron 3 grupos para los analisis de IL-1, IL-6 y TNF-a mediante ELISA, un
grupo de los linfocitos de sujetos sanos, un segundo grupo de los linfocitos de
pacientes con artritis reumatoide sin activador del receptor 5-HTsa y un tercer
grupo de linfocitos de pacientes con artritis reumatoide con activador del receptor
5-HTsa. De la misma forma, se manejaron los grupos para los analisis de muestras

de sangre periférica.

Posteriormente, se realizd un andlisis estadistico de los datos obtenidos mediante

ANOVA, realizando pruebas post hoc Tukey y Dunnett.
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8. RESULTADOS

8.1. Caracteristicas clinicas de los participantes en el estudio

Se realizé un sumario clinico de las caracteristicas de los pacientes y sujetos

sanos participantes en el estudio con el fin de llevar un control (Cuadro 6).

Cuadro 6. Sumario clinico de participantes en el estudio.

Paciente AR Edad Sexo PCR Tratamiento
(afos) (M/F)
G-001 - 62 F - - NT
G-002 + 65 F + + Ibuprofeno
G-003 4 46 M 4 4 Diclofenaco
G-004 + 41 F + + NT
G-005 - 65 F - - Diclofenaco
G-006 - 76 M - - NT
G-007 - 55 F - - NT
S-001 - 25 M - - NT
S-002 - 24 M - - NT
S-003 - 25 F - - NT
S-004 - 25 F - - NT

Abreviaturas: NT: sin tratamiento, PCR: proteina C reactiva, G-xxx: codigo de
paciente de Guanajuato, S-xxx: codigo paciente sano, AR: artritis
reumatoide, FR: factor reumatoide.

8.2. Evaluacion del efecto de la serotonina y acido valerénico en cultivo

celular de linfocitos de sujetos sanos.

Se llevd a cabo la evaluacion del efecto de la serotonina en la activacion de

todos los receptores serotoninérgicos presentes en linfocitos de sujetos sanos,

y el efecto de la activacion del receptor 5-HTsa por accion del &cido valerénico,

los resultados mostraron una disminucion de la proliferacion celular con el

tratamiento de serotonina a las concentraciones de 1x107 a 1x10° con

diferencia significativa respecto al control (Figura 6); por otro lado, en el caso
44




de los cultivos a los que se les suministro el tratamiento de acido valerénico, se
observé una disminucién de la proliferacion de células PBMC con respecto al

control en las concentraciones de 1x10a 1x10° M (Figura 7).
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Figura 6. Efecto de la serotonina en la proliferacion celular de linfocitos. Los
resultados representan la media £ desviacion estandar de tres experimentos
independientes; diferencia significativa comparado con el control, *p < 0.05.
Dunnett test.
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Figura 7. Efecto del acido valerénico en la proliferacion celular de linfocitos.
Los resultados representan la media * desviacion estandar de tres
experimentos independientes; diferencia significativa comparado con el
control, *p < 0.05. Dunnett test.
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8.3. Evaluacion del efecto del acido valerénico en cultivo celular de linfocitos

de pacientes con artritis reumatoide y células T Jurkat.

Después de obtener las concentraciones de acido valerénico a las cuales se
tenia efecto en la disminucion sobre la proliferacion celular de linfocitos, se
llevé a cabo la evaluacion de estas concentraciones (1x10°y 1x10° M de 4cido
valerénico) sobre los linfocitos de pacientes con artritis reumatoide, obteniendo
el mismo comportamiento que se observo en las muestras de sujetos sanos o
sea una disminucion de la proliferacion celular, con una mayor diferencia
significativa en la concentracién més alta que corresponde a 1x10° M (Figura
8).

PBMC tratamiento con acido valerénico

1,200,000 st o
1,000,000 — —
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800,000 * 3 Control

§00,000 B 1x10fm Av

B (1107 m A
400,000

Celulas/ ml med

200,000

Paciente AR Sujeto sano

Figura 8. Efecto del acido valerénico en la proliferacion celular de linfocitos de
pacientes con artritis reumatoide. Los resultados representan la media *
desviacién estandar de tres experimentos independientes; diferencia
significativa comparado con el control, *p < 0.05. Dunnett test; diferencia

significativa en tratamientos del mismo grupo ###p < 0.001. Tukey test.
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Ademas, para comparar el efecto sobre una linea celular estable, se llevo a
cabo una evaluacion del efecto de las concentraciones de acido valerénico de
1x10™°a 1x10 M, sobre células T de linea celular tipo Jurkat, observando una
inhibicién de la proliferacién celular a partir de la concentracién de 1x108 M
donde se presento del 10% respecto al control, y con una inhibicién de 20 % a

la concentracién de 1x10°a 1x10° M (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de inhibiciébn de la proliferaciéon de celulas T linea tipo
Jurkat tratadas con &cido valerénico. Los resultados representan la media *
desviacion estandar de tres experimentos independientes; diferencia

significativa comparado con el control, *p < 0.05. Dunnett test.

8.4. Evaluacion de la expresion de la proteina del receptor 5-HTsa en

muestras de linfocitos de pacientes con artritis reumatoide.

Se llevé a cabo el analisis de la expresiéon de la proteina del receptor
serotoninérgico 5-HTsa en las muestras de linfocitos de pacientes con artritis
reumatoide, los linfocitos tratados con acido valerénico y linfocitos de sujetos
sanos (Figura 10A), mediante la densitometria de las bandas presentadas en

el Western Blot, observando diferencia estadistica significativa en el
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tratamiento de 1x10° M de &cido valerénico en las muestras de pacientes con

artritis reumatoide (Figura 10B).

A Artritis Reumatoide Sujeto Sano
AV AV AV AV

Ctd 1x10°M 1x10°M Ctd 1x10°M 1x10° M

SHISAR | s s sy

-—— — _— 45 kDa

ACTINA ------ 42 kDa

2.04 *
B @l Control

W x0°mAy
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Paciente AR Sujeto sano

Figura 10. Western Blot del receptor 5-HTsa en linfocitos de pacientes con
artritis reumatoide y sujetos sanos, tratados con &cido valerénico. Los
resultados representan la media + desviacién estandar de tres experimentos
independientes; diferencia significativa comparado con el control, *p < 0.05.

Dunnett test. Abreviaturas: AV, Acido Valerénico.

Posteriormente, se realizo6 el Western Blot de las muestras del linaje celular de
linfocitos T tipo Jurkat, para evaluar la expresion del receptor 5-HTsa (Figura
11A), en la cual, en la densitometria se observa que no existe modificacion de
la expresion del receptor con el tratamiento de acido valerénico en ninguna de

sus concentraciones (Figura 11B).
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Figura 11. Western Blot del receptor 5-HTsa en células Jurkat tratadas con
acido valerénico. Los resultados representan la media + desviacion estandar
de tres experimentos independientes; diferencia significativa comparado con el

control, *p < 0.05. Dunnett test. Abreviaturas: AV, Acido Valerénico.

8.5. Determinacion de los niveles de citocinas proinflamatorias por efecto del
acido valerénico en los cultivos de linfocitos de pacientes con artritis

reumatoide en comparacion con sujetos sanos.

Se realizé la determinacion de citocinas proinflamatorias IL-1, IL-6 y TNF-a en
linfocitos de sujetos sanos, de pacientes con artritis reumatoide, tomando en
cuenta si éstos llevaban a cabo un tratamiento con AINE’s o no contaban con
tratamiento antiinflamatorio, y de linfocitos T de linea celular tipo Jurkat, para
determinar el efecto del acido valerénico sobre la disminucion del proceso
inflamatorio a través de la expresion de citocinas proinflamatorias, mediante kit
de ELISA.
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En los niveles presentados de IL-6, se observa una disminucion significativa de
acuerdo a su respectivo control en los tratamientos de &cido valerénico 1x10°y
1x10° M, en las muestras de pacientes con artritis reumatoide que cuentan con
tratamiento AINE (AR AINE) y los que no cuentan con ello (AR NTX), asi como

los sujetos sanos (Figura 12).

IL-6
20001
1 &3 cControl
7 B3 1x10-6 M AV
1500+
7 Bl 1x10-3M AV
E 4
> 1000-.
o
i *%
500+
i *kk
04

AR NTX AR AINE Sujeto Sano

Figura 12. Expresion de citocina proinflamatoria IL-6 en linfocitos de sujetos
sanos y pacientes con artritis reumatoide, tratados con acido valerénico. Los
resultados representan la media + error estandar de tres experimentos
independientes; diferencia significativa comparado con el control, *p < 0.05, **p
< 0.01, ***p < 0.001. Dunnett test. Abreviaturas: AV, Acido Valerénico; AR NTX,
artritis reumatoide sin tratamiento; AR AINE, artritis reumatoide con tratamiento

antiinflamatorio.

Al determinar los niveles de TNF-a en los linfocitos de pacientes con artritis
reumatoide AR AINE, se observo una disminucion significativa de TNF-a en la
concentracion 1x10°y 1x10° M de acido valerénico. Por su parte, en los que
no cuentan con tratamiento AR NTX y los sujetos sanos, no se observo
diferencia significativa entre los tratamientos y sus respectivos controles
(Figura 13).
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Figura 13. Expresion de TNF-a en linfocitos de sujetos sanos y pacientes con
artritis reumatoide, tratados con &cido valerénico. Los resultados representan la
media + error estandar de tres experimentos independientes; diferencia
significativa comparado con el control, *p < 0.05, **p < 0.01. Dunnett test.
Abreviaturas: AV, Acido Valerénico;, AR NTX, artritis reumatoide sin

tratamiento; AR AINE, artritis reumatoide con tratamiento antiinflamatorio.

Por otro lado, después de medir los niveles de la citocina proinflamatoria IL-1
en las muestras de artritis reumatoide sin tratamiento, se puede observar una
disminucién significativa en los tratamientos con 1x10°y 1x10° M de é&cido
valerénico. Por su parte, las muestras de artritis reumatoide con tratamiento
AINE, asi como las de sujeto sano no muestran diferencia significativa respecto

al control (Figura 14).
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Figura 14. Expresion de TNF-a en linfocitos de sujetos sanos y pacientes con
artritis reumatoide, tratados con acido valerénico. Los resultados representan la
media + error estandar de tres experimentos independientes; diferencia
significativa comparado con el control, **p < 0.01, ***p < 0.001. Dunnett test.
Abreviaturas: AV, Acido Valerénico;, AR NTX, artritis reumatoide sin

tratamiento; AR AINE, artritis reumatoide con tratamiento antiinflamatorio.

Finalmente, en la determinacion de citocinas proinflamatorias en linfocitos T
tipo Jurkat, se observdO que la IL-6 disminuyo significativamente en las
concentraciones 1x10™% a 1x10® M AV con respecto al control. En los niveles

de la IL-1 y TNF-a no se presentaron cambios significativos (Figura 15).
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Figura 15. Expresion de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-a) en
linfocitos de células T tipo Jurkat, tratados con acido valerénico. Los resultados
representan la media + error estandar de tres experimentos independientes;
diferencia significativa comparado con el control, *p < 0.05, **p < 0.01. Dunnett

test. Abreviaturas: AV, Acido Valerénico; R, receptor.
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9. DISCUSION

El trabajo de investigacibn que se presenta, corrobora la participacion de
serotonina y acido valerénico como agonistas del receptor 5-HTsa, en la
respuesta inmune por parte de las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) en cultivo. Los resultados de proliferacion de las células PBMC
tratadas con serotonina a concentraciones desde 1x10?a 1x10 M, muestran
un comportamiento diferente entre cada tratamiento. La proliferacion celular
disminuye a partir de la concentracién de 1x10” M hasta 1x10° M, sin embargo
a partir de 1x10™° M la disminucién no es tan diferente significativamente con
respecto al control. Estos resultados pueden explicarse desde el punto de vista
de que las células mononucleares de sangre periférica humana cuentan con
una gran diversidad de receptores serotoninérgicos. Existen 7 familias de
receptores 5-HT y se ha reportado que las células PBMC expresan los
receptores 5-HTig, 5-HT1f, 5-HT2a, 5-HT2g, 5-HTs y 5-HT7 (Stefulj et al., 2000).
También se han identificado los mMRNA de los receptores 5-HT,c y 5-HTsa
(Marazziti et al., 2001) y la presencia del receptor 5-HTsa (Rodriguez-Cruz,
2013), por lo cual la respuesta ante el estimulo de un ligando comin como lo
es la serotonina sera diferente, dependiendo de la concentracién de serotonina
que se utilice, y teniendo en cuenta que los receptores serotoninérgicos tienen

una constante de afinidad a la serotonina (Ki) diferente entre si.

Los receptores que cuentan con una mayor afinidad a serotonina como los
receptores 5-HTiger, 5-HT2as Y 5-HT7, que tienen una Ki < 10 nM (Berger et.
al.,, 2009; Hoyer et. al., 1994), serian los primeros en activarse a
concentraciones de 1x107 a 1x10°® M de serotonina. La respuesta mediada por
los receptores 5-HT,, al ser acoplados a una proteina Gi, involucra la inhibicion
de la via de sefalizacion dependiente de cAMP; por consecuencia, no se lleva
a cabo la fosforilacion de PKA que es necesaria para la activacién de factores

tales como CREB vy factores inflamatorios como lo es NF-kB, necesarios para
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la expresion de proteinas de supervivencia celular. Por lo tanto, la regulacion
de la expresion de proteinas de supervivencia celular se veria bloqueada y de
esta manera la proliferacion celular se ve comprometida (Figura 6). Dicho
comportamiento obtenido en PBMC humanos es consistente con lo reportado
por Stefulj et al. (2002), quienes observaron una disminucion en la proliferacion
de linfocitos de rata con tratamientos de serotonina 6x10™ y 2x10° M. El
receptor 5-HT7 mediaria su accion de manera positiva sobre las células PBMC,
esto ha sido demostrado por Ledn-Ponte et al. (2007), quienes observaron que
ademas de sintetizar serotonina, las células T son reguladas de manera
autocrina, de esta manera son activadas. De la misma forma, los receptores 5-
HT,, podrian regular las células de manera positiva en la proliferacion, debido a
gue en otros trabajos se ha observado la capacidad de dichos receptores para
llevar a cabo esta accidon sobre osteoblastos, al utilizar antagonistas de
receptores 5-HT, (Gustafsson et al., 2006). Posteriormente, al aumentar la
concentracién de serotonina en el rango de 1x10™ a 1x10° M, encontramos
que la diferencia significativa es menor respecto al control (Figura 6); los
receptores 5-HT, y 5-HTs con una Ki =50 nM, y acoplados a una proteina Gs,
estarian compitiendo por la activacién de su propia via de sefializacion. La
activacion de la via de sefializacion por cAMP promoveria la proliferacion
celular, que en competencia con los otros receptores se refleja en la
recuperacion de la tasa de proliferacidon control. Esta condicion proliferativa por
la serotonina ya ha sido observada en otros tipos celulares. Tal es el caso de
células de cancer de mama humano, donde la serotonina tiene un papel
positivo para la supervivencia y proliferacion inapropiada (Pai et al., 2009). Otro
tipo celular en el cual la serotonina puede actuar de manera proliferativa en
osteoblastos, donde Gustafsson et al. (2006) observaron que al utilizar
concentraciones del orden de uM, la proliferacion de este tipo de células

aumenta significativamente respecto al control.

El 4cido valerénico se conoce como un agonista parcial de los receptores 5-

HTsay 5-HT2g, con una selectividad mayor por el receptor 5-HTsa (Dietz et. al.,
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2005). En los tratamientos con acido valerénico, se logra observar una
disminucién de la proliferacién celular desde 1x10° hasta 1x10 M, por lo cual
es dependiente de la concentracidn (sin la recuperacion que se obtuvo en el
tratamiento con serotonina); la posible razon por la cual se observa este efecto
es por la activacion del receptor 5-HTsp, al estar acoplado a una proteina Gi,
inhibiria la via de sefializacion por cAMP (Figura 7). Esta tendencia en la
disminucion de la proliferacion se puede observar de la misma forma en los
linfocitos de muestras de pacientes con AR, presentdndose en las

concentraciones 1x10°y 1x10° M de &cido valerénico (Figura 8).

Los tratamientos en cultivos de PBMC se compararon con cultivos de células
Jurkat, que son linfocitos T inmortalizadas de leucemia linfoide aguda. En el
caso del tratamiento con &cido valerénico sobre la linea celular Jurkat, la
disminucion de la proliferacion celular es menor a la presentada en linfocitos de
las muestras de pacientes con artritis reumatoide y de pacientes sanos; este
comportamiento puede ser debido a que este linaje celular es de tipo
cancerigeno, por lo cual los linfocitos desarrollan mecanismos de defensa y/o
supervivencia que impiden la accion del &cido valerénico en el receptor 5-HTsa
(Figura 9). Este comportamiento de resistencia es consistente con Mendieta-
Trejo (2014), donde se observé que linfocitos T Jurkat no muestran un efecto
sobre la proliferacion al ser tratados con serotonina, por lo cual al ser un
agonista de los receptores serotoninergicos se espera que la accion sea similar
en la utilizacion del acido valerénico. Aunado a esto, la proliferacién de células
T depende de un antigeno y/o la co-estimulacion de contacto célula - célula,

fendbmeno gque no se estaria llevando a cabo (Moreno, 2003).

Las vias de sefializacion que se activarian al realizar los tratamientos con acido
valerénico serian las de los receptores 5-HTsa Yy 5-HT2g, ya que se ha reportado
gue el acido valerénico es capaz de unirse como agonista parcial de dichos
receptores a la concentracién de 50 pg/ml (2x10™ M), con una unién de 80 % y

50 % respectivamente (Dietz et al., 2005). La via de sefalizacion del receptor
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5-HTsa (acoplado a proteina Gi), se llevaria a cabo al activarse por el acido
valerénico, bloquearia la cascada de sefializacion del adenilato ciclasa (AC).
Por consiguiente, PKA no se activaria (Francken et al., 1998). De acuerdo a
Zhong et al. (1997) PKA fosforila a IkBa (inhibidor de kappa B), dicha accién no
se llevaria a cabo. Por lo cual, IkBa se separara de NF-kB, y este ultimo se
transloca al nucleo. NF-kB podra transcribir genes de supervivencia celular.
Ademas, fosforila el factor de transcripcion CREB, que es necesario para la
transcripcion de factores de supervivencia e inflamacion. Por lo tanto, la
proliferacion y supervivencia celular de los linfocitos se veria comprometida por
la inhibicion de estas vias, por la accion del receptor 5-HTsa. Por otro lado, la
activacion en menor medida del receptor 5-HT,g (acoplado a proteina Gq) por
el &cido valerénico activaria la via de sefalizacion de PLC, que aumentaria los
niveles de PKC, y de acuerdo a lo reportado por Blonska y Lin (2011) existe
una familia de proteinas denominadas CARMA (1,2 y 3), las cuales, en el caso
de CARMA3 se ha observado que es fosforilado por PKC, ésta fosforilacién
forma el complejo CBM (carma3-bcl10-malt1), el cual fosforila el complejo IkB
kinasa (IKK), para que a su vez fosforilara IkBa (inhibidor de kappa B). De este
modo, se separara NF-kB, se transloca al nucleo y podra llevar a cabo la
transcripcion de genes de supervivencia celular. De esta forma la disminucion
de la supervivencia celular estaria atenuada por el receptor 5-HT,5 y la

disminucién de linfocitos mediada por 5-HTsa.

Al realizar la determinacion de la expresién proteica del receptor 5-HTsa en los
cultivos de linfocitos de sujetos sanos y de pacientes con artritis reumatoide, se
observé un aumento en la concentracién de 1x10° M de acido valerénico, solo
para el caso de linfocitos de pacientes con artritis reumatoide (Figura 11A).
Ademas, no se presenta cambio en la expresibn de receptores
serotoninérgicos por accion de factores presentes en el cultivo, y se ha
observado, que el uso de fitohemaglutinina que después de 100 h no modifica
la expresion de receptores 5-HTig Yy 5-HT,c en PBMCs (Yin et al., 2006). Por

otra parte, la artritis reumatoide en los linfocitos no modifican la expresion de
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receptores serotoninérgicos, como se observd en la expresion del control de
pacientes con artritis reumatoide, y esto es consistente con otras patologias
como la diabetes mellitus donde receptores 5-HTig, 5-HT2a ¥ 5-HT25 no se
modifican en ratones diabéticos con respecto a ratones sanos (Nelson et al.,
2012). Sin embargo, el uso del &cido valerénico a concentraciéon 1x10° M
aumenta la expresion del receptor en PBMC de pacientes con artritis
reumatoide, esto es benéfico debido a que aumenta la disponibilidad del
receptor para su unidn con el ligando. Por lo tanto, la disponibilidad del
receptor en PBMCs y la expresion del receptor 5-HTsa, N0 se ve comprometida
por la patologia (AR) y es aumentada por concentraciones mM de &cido

valerénico.

La disminucién de citocinas proinflamatorias principalmente de IL-6 en las
muestras de pacientes con artritis reumatoide con y sin tratamiento con AINE,
sujeto sano y de los linfocitos T tipo Jurkat, por la accion del acido valerénico
se estaria llevando a cabo mediante el receptor 5-HTsa que al activarse se
inhibe la via del adenilato ciclasa, por lo tanto se ven comprometidos los
niveles de cAMP, segundo mensajero que se ha comprobado estar
directamente relacionado con la activacion de factores de transcripcion como lo
son CREB-1, c-FOS, NF-kB, que promueven la transcripcion de interleucinas
IL-1 e IL-6 (Grassl, 1999). Todo ésto, es consistente con lo reportado por
Jacobo-Herrera et al. (2006), reporte donde se observé que el acido valerénico
es capaz de inhibir el factor de transcripcion NF-kB en células HelLa. De esta
manera, se podria deducir que el acido valerénico al activar el receptor 5-HTsa,
inhibe la via del adenilato ciclasa, con ello no se transcriben las citocinas
proinflamatorias (Figura 12 y 15). Sin embargo, esta disminucion en los niveles
de citocinas proinflamatorias estaria regulada por la accion del receptor 5-HTg,
el cual es también activado en menor medida por el acido valerénico, como
ocurrié con la proliferacion celular. Ademas, Kubera et al. (2005) observaron
gue la serotonina en concentraciones fisiol6gicas incrementa los niveles de IL-

6 mediante la activacion del receptor 5-HT2g/2c, Y @ concentraciones mayores
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puede inhibirla. Por otro lado, en osteocitos se elevan los niveles de IL-6 en
respuesta a la estimulacion de 5-HT,g, a través de la via de ERK 1/2 ( Li et al.,
2013).

En el caso de los niveles presentados de IL-1, en los cuales se observan
niveles por debajo de 200 pg/ml, se entiende que esta citocina proinflamatoria
esta ligada al dafio articular del cartilago presente en la membrana sinovial, por
la produccion de metaloproteinasas de matriz. Sin embargo, esto ocurre como
un proceso en el tejido in vivo. De esta manera, cuando se realizé el cultivo
celular de manera in vitro, no se observan cambios en la secrecion de esta
interleucina cuyos niveles permanecieron bajos (Figura 14) (Fox, 2001; Hale y
Hanes; 2001).

Las células T Jurkat expresan interleucinas de tipo proinflamatorias que son
dependientes de factores transcripcionales como AP-1 y NF-kB, solo en
respuesta a su activacion con algin compuesto comunmente utilizado para la
activacion de células T, como el PMA (Forbol 12-miristato 13-acetato). Se ha
las citocinas: IL-6, TNF-a y CXCL8 en cultivos control, muestra niveles por
debajo de 10-40 pg/ml. Sin embargo, al exponer las células a PMA después de
24 h aumentan significativamente respecto a los controles, mostrando niveles
por encima de 100-300 pg/ml (Khalaf et al., 2010). Los ensayos realizados en
este proyecto tiene consistencia con lo presentado por Khalaf et al. (2010), a
excepcion de la IL-6, en la cual se logra observar la disminucion del nivel basal

en este tipo de células T.

Se propone el siguiente mecanismo de accion del acido valerénico a traves de
los receptores 5-HTsa ¥y 5-HT,s en linfocitos de pacientes con artritis
reumatoide, para la regulacion de la supervivencia celular y control de

transcripcion de interleucinas proinflamatorias y TNF- a (Figura 14).
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Figura 16. Posible Mecanismo de accién del acido valerénico a través de los
receptores 5-HTsay 5-HT2g (Modificado de Fraser, 2008).
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10.CONCLUSIONES

e El &cido valerénico disminuye la proliferacion de PBMC vy linfocitos T
jurkat mediante la activacion del receptor 5-HTsa.

e EI acido valerénico disminuye la expresibn de la citocina

proinflamatoria IL-6 mediante la activacion del receptor 5-HTsa.

e El 4cido valerénico en concentraciones mM aumenta la expresion
proteica del receptor 5-HTsa en PBMC.
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12. ANEXOS

ANEXO I. Consentimiento Informado del paciente.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

INTRODUCCION

La arfritiz reumatoide es una enfermedad inflamatoria cronica, caracterizada por
una inflamacion severa, dolor articular, asi como destruccion de articulaciones
sinoviales y conjuntas, lo cual conduce a una discapacidad severa y mortalidad
prematura. Los tratamientos con los gque actualmente se cuenta, van dirgidos
principalmente a resolver los signos v sintomas, restaurar la funcion fisica y
prevenir €l desamollo de danio en las articulaciones, o en caso de que exista dano,
para aminorar o detener la progresion de la enfermedad. Sin embargo, a pesar de
la disponibilidad actual de una amplia gama de farmacos y agentes biologicos
{utiizados ya sea individualmente o en combinacion), puede gue no sea posible
lograr una remision completa, por ello la bisgueda de nuevas altemnativas
terapeuticas cada vez se hace mas recumrente. Por ello le invitamos como paciente
gue sufre esta patologia, participe en este estudio.

PROPOSITO

El ohjetive de este trabajo consiste en encontrar las bases moleculares para saber
mas sobre la funcion del receptor serotoninérgico 5-HT .. el cual se esperaria que
funcione como un blogueante en la expresion de citocinas proinflamatorias, v que
en un futuro sea utilizado como un blanco farmacologico para el tratamiento de la
artritis reumatoide.

PROCEDIMIENTO

El investigador wo el representante fomaran una muestra de sangre periférica de
la vena mediafbasilicalcefalea del brazo izguierdo o derecho. Primero se realizara
un tomiguete en el brazo con una ligadura para identificar las venas, se realizara
una limpieza del area wvenosa con una torunda de algodon con alcohol,
postenoments =2 colocara una aguja nueva en el vacutainer, se insertara la aguja
dentro de la vena y enseguida se introducira el tubo para muestra sanguinea color
morado que contiens EDTA, =2 retirara la ligadura v 2 esperara a que <l tubo
este llena a un 80% de su capacidad, se retirara el vacutainer y se colocara una
torunda de algoddn ligeramente humedecida con alechol en el area de la picadura
y 2 le pedira al paciente gue mantenga doblado el brazo por unos minutos con la
torunda, posteriormente podra desechar el algodan.
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EVENTOS ADVERSOS ¥ MOLESTIAS

El paciente no sufrira eventos adversos durante |a toma de muestra sanguinea,
asi como en la realizacion de los andlizis a dichas muestras, yva que todo se
realizaria bajo las medidas de asepsia pertinentes. En ocasiones pudiess
presentar alguna molestia al realizar la picadura durante la toma de muestra
sanguinea, asi como |a posibilidad de presentar un ligero moretdn, sin embargo en
la mayoria de los casos no deberd presentar este fipo de molestias.

BENEFICIOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

El paciente no asumira ningln gasto de los estudios serologicos, ni de ningun otro
estudio que realice el grupo investigador.

El paciente serd beneficiado con la proporcion de log datos de los estudios
serologicos que le sean practicados & partir de su muestra sanguinea, los cuales
incluyen las pruebas seroldgicas: Sedimentacion Ertrocitaria, Proteina C Reactiva,
Factor Reumatoide y Antigenos Anfi-péptidos citrulinados (anti-CCP).

CONFIDENCIALIDAD

Los datos recabados en el estudio, asi como los datos obtenidos a partir de los
analisis realizados a las muestras sanguineas, se manejaran bajo los criterios de
confidencialidad que dictaminan las nomas mexicanas.

INFORMACION DEL CONTACTO

Investigador Responsable

Dra. Laura Cristina Berumen Segura e-mail: berumen@uag.mx.
Facultad de Quimica, Universidad Auténoma de CQuerétaro.

Tel. (01 442) 192 1200 Ext. 5530

Comité de Bioética

Dra. Qlga Pafricia Garcia Obregon e-mail- olga.garcia@uag.mx
Facultad de Ciencias Naturales, Universidad Autonoma de Querétaro.

Tel. (442)192-1200 Exi: 5323, 5351
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARTICIPANTE
NOMBRE DEL PARTICIPANTE

Domicilio

Mo telefdnico
Firma del participante Fecha
TESTIGO 1
Mombre del Testigo
Domicilio

Mo telefdnico
Firma del Testigo Fecha
TESTIGD 2
Mombre del Testigo
Domicilio

Mo telefdnico
Firma del Testigo Fecha

DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Yo o mi representante hemos discutide con el participante la naturaleza vy
proposito del estudio, asi como los posibles riesgos y beneficios de su
participacion. Considero gue el participantz ha recibido la informacidn completa
con un lenguaje comprensible v apropiade, ademas de habere contestado sus
dudas.

Mombre del investigador o representants

Firma del investigador

Fecha de la firna
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido informado a mi entera satisfaccion y se me ha dado la oporunidad de
redlizar preguntas sobre el proyecto. Recibiendo de manera satisfactoria
respuestas a mis preguntas. Enfiendo que mi participacion es voluntaria v que
tengo el derecho de no aceptar a participar en el proyecto. Entiendo el proposito
del estudio a realizarse y gue mis datos seran mansjados con  total
confidencialidad. 52 me ha dado una copia de este consentimiento para
llevarmela.

Libremente y =in ninguna presion acepto y doy mi consentimiento para participar
en este estudia.

Mombre del participants Firma y Fecha

Cromicilio del participante

Momibre del testigo 1 Firma y Fecha

Domicilio del testigo 1

Mombre del testigo 2 Firma y Fecha

Dromicilio del testigo 2

76



ANEXO II. Formulario de datos y resultados del paciente.

FOLID:

DATOS DEL PACIENTE

Edad: Sexo: Peso corporal: Albura:

Indique si usted ha presentado las siguientes siuaciones en los ultmos 2 meses

+ Transfusiones sanguineas sl MO
= Fuma Sl MO
+ Diabetes sl MO
+ Timides | MO
= Familiar con Artritis Reumatode S MO
+ Infecciones sl N
+ |nflamacion de las articulaciones  S1 NO

5i su respuesta fue afirmativa al caso anterior indique de que tipo fue la
infeccion ¥ conteste lo siguiente:
Presenta ngidez matutina Sl MO
Duracion de kos sintomas: Mas de 6 semanas | HO

* Usted recibe aclualmente algln tratamientoimedicaments 3l NO

Sl su respuesta fue afirmativa indigue el ipo de tratamiento o medicamento:

El siguiente apartado sera llenado por el investigadaor:

SEROLOGIA Resultado Resultado Control

Factor Reumatoide
ACPA [anti-CCP)
ESR|Sedimentacion Eritrocitania)

CRP (Proteina-C reactva)

SEROLOGIA DE LA ARTRITIS REUMATOIDE

CON ESTE FOLIO USTED RECOGERA SUS RESULTADOS EN UN TIEMPO DE
1 MES CON SU MEDICO, A PARTIR DE LA TOMA DE MUESTRA.

FOLKO:
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13. APENDICE

S5-HT

AC
ACPA
ACR
AINES
ANOVA
Anti-CCP
AP-1

AR
BCL10
BSA
cAMP
CARD
CARMA3
CBM
COX-2
CSF
CREB
DMARDS
ECL
EULAR
ELISA
ERK %4
FR
GPCR
HLA
HRP

5-Hidroxitriptamina

Adenilato ciclasa

Anticuerpo anti-proteinas citrulinadas

Colegio Americano de Reumatologia
Antiinflamatorios no esteroideos

Analisis de Varianza

Anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados
Factor transcripcion: proteina activadora 1
Artritis reumatoide

Linfoma de células B/leucemia 10 - proteina
Albumina Sérica Bovina

Adenosin monofosfato ciclico

Dominio de reclutamiento de caspasas
CARD asociada a MAGUK proteina 3
Complejo carma3-bcl10-maltl

Ciclo oxigenasa tipo 2

Factor estimulante de colonia

Elemento de respuesta de uniéon a cAMP
Farmacos antirreuméticos modificadores de la enfermedad
Ensayo de Quimioluminiscencia

Liga Europea contra el Reumatismo

Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzima
Quinasas reguladas por sefiales extracelulares 1y 2
Factor Reumatoide

Receptor acoplado a proteina G

Antigeno Leucocitario Humano

Enzima peroxidasa de rabano picante
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IkBa
IKK

INF-y
Ki
MAGUK
MALT1
MMP
NF-«kB

PADI4
PBMC
PBS
PBT
PKA
PKC
PMA
SSRI's
TNF
TRAF6

Inhibidor de Kappa beta

Complejo Ik quinasa

Interleucina

Interferon-gamma

Constante de afinidad

Proteina asociada a la membrana guanilato quinasa
Tejido linfoide asociado a la mucosa 1 - proteina
Metaloproteinasas de matriz

Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de
las células B activadas

Peptidil arginina deminasa de tipo 1V
Células mononucleares de sangre periférica
Buffer de Fosfatos Salinos

Buffer de Fosfatos Salinos con Triton
Proteina quinasa A

Proteina quinasa C

Acetato de forbol miristato

Inhibidores de la recaptura de Serotonina
Factor de Necrosis Tumoral

Factor asociado al receptor TNF
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