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RESUMEN

Anna Velia Vazquez Marmolejo Septiembre de 1998
Universidad Autonoma de Nuevo Leén
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: EFECTO DE LA INFECCION BACTERIANA EN LA
EVOLUCION DE LA ARTRITIS EN EL RATON
MRL/1pr.

Niumero de Paginas 70 Candidato al Grada de Doctor
en Ciencias con Especialidad
en Inmunologia.

Area de estudio: Inmunologia

Propdésito y Método del Estudio: La Artritis Reumatoide es una enfermedad sistémica
autoinmune de eticlogia desconocida. Existen hipotesis de que los agentes infecciosos
actian como factor desencadenante en el desarrollo de la enfermedad. En €l presente
trabajo nosotros estudiamos el efecto de las infeccicnes por Staphylococcus aureus,
Nocardia brasiliensis, y la inmunizacion con pclisacaridos de neumococo en la
evolucion de la artritis en el raton MRL/lpr, que estan genéticamente predispuesto al
desarrollo de la enfermedad. Los Ratones MRL/Ipr de 12 -15 semanas de edad fueron
infectados con una u otra bacteria 0 con polisacaridos de neumocaco y 6 semanas
después fueron evaluados en forma clinica e histopatologica para el desarrollo de
artritis; ademas, al final del fratamiento, se midid la concentracién en sueroc de
citocinas pre-inflamatorias como la IL-6, FNT-alfa e INF-gamma.

Contribuciones y conclusiones:

El estudio histopatolégico revelé que la infeccién por Staphylococcus aureus ©
Nocardia brasiliensis activé en forma temprana la enfermedad, perc Nocardia
brasiliensis limit6é el grado de dafio hasta la etapa de erosién de cartilago, en el 100%
de los animales estudiados. La reinmunizacién con antigenos polisacaridos de
neumococo disminuy¢ significativamente el ntimero de los ratones que desarrollaron la
enfermedad. Ademas se enconird que la concentracion en suero de las citocinas pro-
inflamatorias no estuvo relacionada con el grado de danio histopatologico.

&

]
Dr. Mario Alberto&?-arza Elizondo
Asesoar Dbctoral.

xi



INTRODUCCION

Las enfermedades autoinmunes son sindromes clinicos en los cuales el
dafo tisular parece ser el resultado de respuestas aberrantes del sistema
inmune a antigenos propios. Existe un grupo de enfermedades reumaticas que
son incluidas en esta categoria. Algunos investigadores consideran que el
mecanismo central de estas enfermedades sea debido a un defecto en la
tolerancia inmunoldgica, que ocasiona la activacion y expansion de clonas de
linfocitos T y B especificas para antigenos propios. Asi mismo, la produccion de
autoanticuerpos circulantes y liberacion de un gran namero de citocinas y otros
mediadores de la inflamacién, que ocasionan una lesion tisular en el érgano

blanco (Zvaifler, 1985).

La idea de que algunos microorganismos, entre ellos bacterias, virus y
parasitos, pueden estar involucradoes entre los factores ambientales que inician
y perpetdan la respuesta inmune contra lo propio, ha ejercido una poderosa
influencia sobre la investigacién de las enfermedades autoinmunes (Friedman,
1991). Esta idea se fortaiece por el hecho de que ia respuesta inmune
participa activamente en el reconocimiento de lo propio y en la eliminacién de

agentes agresores del medio ambiente (Behar y Porcelli, 1995).



POSIBLES MECANISMOS DE |INDUCCION DE ENFERMEDAD
AUTOINMUNE POR AGENTES INFECCIOSOS.

MIMETISMO MOLECULAR POR ANTIGENOS MICROBIANGS.

.Los microorganismos contienen una multitud de antigenos exirafios que
colectivamente comprenden el principal grupo de determinantes antigénicos
reconocidos por el sistema inmune. Estos antigenos incluyen una amplia
variedad de carbohidratos, lipidos, proteinas y ADN que pueden ser
reconocidos por receptores especificos de células B, y macrofagos; en cambio
los receptores de antigeno de células T reconocen casi exclusivamente
péptidos derivados de antigenos proteicas. El que un microbio y su hospedero
compartan determinantes antigénicos se llama mimetismo molecular (Damian,
1964). La reactividad cruzada entre los antigenos microbianos y tejidos propios
por anticuerpos séricos, ha sido demostrada experimentalmente en muchas
situaciones en humanos y animales de laboratorio (Porcelli, 1993). El estudio
de la secuencia de proteinas ha revelado muchos epitopes de células T que
son compartidos entre especies microbianas y mamiferos (Baum, 1993). De
esta forma, se ha propuesto un mecanismo por el cual los microorganismos
pueden "disparar” respuestas anti "lo propio”, al estimular al sistema inmune
con antigenos microbianos que tengan similitud con componentes tisulares
propios. En presencia de esta fuerte respuesta inmune hacia el microbio
agresor, clonas de células B y T de reacciéon cruzada "responden" hacia
antigenos propios homélogos que normalmente no podrian ser inmunogénicos.

De esta forma una respuesta inmune protectora contra un microbio invasor se



transforma en una respuesta autoinmune que puede ser transitoria y
autolimitada o, bajo la influencia de diferentes factores ambientales y del
hospedero, cronica o recurrente. La evolucion clinica de la enfermedad
autoinmune va a depender de las caracteristicas cualitativas de la respuesta
inmune (celular o humoral, el tipo de citocinas predominantemente producidas,
etc.) y la distribucion en los tejidos de los antigenos propios que actdan como

blanco particular (Tar, 1985).

Esta hipétesis podria proporcionar una explicacion para las condiciones
inflamatorias asociadas con respuestas autoinmunes que ocurren en
infecciones por distintos microorganismos como la infeccion no supurativa
producida por el estreptococo A (fiebre reumatica o glomerulonefritis), o
infecciones por Shigella flexneri (enfermedad de Reiter post-diarreica), y por
Clamydia trachomatis, asociada con artritis reactiva (Silveira, 1992; Calin,

1979; Rahman, 1992).

Recientemente han emergido estudios en modelos animales en los cuales
se habla de la existencia de un extenso repertorio de antigenos propios que
normalmente no son accesibles al sistema inmune pero que se pueden
exponer por la induccibn de una respuesta inflamatoria dirigida contra

antigenos propios ( Behar y Porcelli, 19985).

Las versiones iniciales de esta idea se enfocaron sobre “sitios secuestrados
o inmunoldgicamente privilegiados”, por ejemplo localizaciones anatémicas que
no son accesibles al sistema inmune debido a la avascularidad {cornea) o

debido a barreras anatéomicas (por ejemplo la capsula de Bowman en el rifién,



el tejido tiroideo, o los testiculos). Mas recientemente, se ha reconocido que
los aﬁtigenos existen en todos los sitios anatdmicos que normalmente no son
reconocidos por el sistema inmune, debido a que las células presentadoras de
antigeno normalmente no los procesan ni los presentan eficientemente para su
reconacimiento por las células T. Estos antigenos propios que normalmente no
son reconocidos por el sistema inmune, colectivamente son referidos como

"autocripticos" (Sercarrz, 1993).

El reconocimiento de esta situacion permite hacernos una pregunta central

acerca de la activacion de las células T autorreactivas:

& Qué es lo que conduce a la presentacién de antigenos inicialmente cripticos
que activan a las células T autorreactivas? y 4coémo es que la exposicidn a

diferentes organismos infecciosos puede maodificar el procesamiento?

Algunos estudios sugieren que substancias derivadas de bacterias
patégenas 0 que forman parte de la flora corporal normal, pueden aumentar la
presentacion de antigenos cripticos y conducir a la activacion de células T

autorreactivas (Goverman, 1993).

Recientemente ha sido reportado que en ratas transgénicas (HLA-B27) que
desarrollan artropatias espontaneas, la enfermedad clinica y los cambios
patologicos son mas atenuados en aquellos animales que nacen y se
mantienen en condiciones estériles libres de gérmmenes (Hammer, 1990,

Taurog, 1994).



Esto sugiere que la activacion de la enfermedad autoinmune en estos
animales también puede ser desencadenada por productos de la flora
microbiana ubicua, posiblemente a través de un mecanismo que induce la

presentacion de epitopes previamente autocripticos.

ENFERMEDAD AUTOINMUNE POR PATOGENOS PERSISTENTES.

En ciertas enfermedades consideradas autoinmunes, como la Artritis
Reumatoide (AR} o el Sindrome de Reiter, se cree que el reconocimiento
continuo de los antigenos propios da lugar a [a fase cronica de ia enfermedad.
Sin embargo, en experimentos recientes se ha dilucidado que la enfermedad
inflamatoria que anteriormente se creia que era de naturaleza autoinmune,
actualmente puede estar causada por una respuesta inmune contra antigenos
microbianos no viables, persistentes en los tejidos blanco o incluso contra
organismos infecciosos viables ocultes. Tales situaciones dificultan la distincion
entre enfermedades infecciosas y autocinmunes lo que aumenta la posibilidad
de que algunos sindromes clasificados como enfermedades autoinmunes

puedan ser en realidad infecciones cronicas (Behar y Porcelli, 1995),

PERSISTENCIA DE ANTIGENOS MICROBIANGS.

La persistencia o el depésito repetido de antigenos micrabianos es un
mecanismo potencial por el cual los organismos patogénicos podrian causar la
enfermedad inflamatoria crénica. Un posible ejemplo de este mecanismo es la

inflamacién articular que algunas veces sigue a infecciones no articulares y que



fradicionalmente han sido clasificadas como artritis reactiva y artritis
posti-nfecciosa; esta dltima es unma sinovitis mediada principaimente por
depdsito de antigenos extrafios en forma de complejos inmunes; por ejemplo la
artritis asociada con hepatitis B aguda (Wands, 1975), infecciones diseminadas
agudas con meningococos (Jarret, 1980) o gonococos (Goldenberg, 1983). En
contraste, la artritis reactiva ocurre en una subpoblacién de pacientes algunas
semanas después de diarrea bacteriana aguda (Granfors, 1992) o infecciones
urogenitales por Clamydia frachomatis (Rahman, 1992, Silveira, 1992). Esto
generalmente se piensa que ocurre después de la eliminacion de los agentes
infecciosos y sus productos; se presume que se originan de un mecanismo

como el mimetismo molecular.

Investigaciones recientes (Kaufmann, 1993) parecen demostrar que el
antigeno HLA-B27 y otras moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) clase | pueden estar involucradas en la presentacion de antigenos
bacterianos a células T (predominantemente CD8+), durante la iniciacion de la
artritis reactiva cuando ios organismos viables estan presentes dentro de los
macrifagos y posiblemente otro tipo de células. En contraste, durante las fases
cronicas y recurrentes de la artritis, las cuales parecen estar caracterizadas por
la presencia de antigenos bacterianos persistentes y no organismos viables, la
presentacién de antigenos puede ser predominantemente por moléculas del
CMH-Il con activacion de células TCD4+. Una verdadera prueba de la validez
de tal modelo requiere el analisis detallado de las clonas de células T aisladas

de la membrana sinovial de los pacientes con artritis reactiva a diferentes



tiempos después del establecimiento de su enfermedad. Esta area de
investigacion podria conducir a nuevas estrategias terapéuticas basadas en la
eliminacién de las infecciones celulares o antigenos persistentes dependiendo

de la etapa de la enfermedad (Lauhio, 1991).
SUPERANTIGENQOS BACTERIANOS.

El descubrimiento de los superantigenos bacterianos y la clasificacion de
sus mecanismos de accion han tenido una profunda influencia en el estudio de
la inmunidad a la infeccidén y mas recientemente también han comenzado a
tener impacto significativo en el estudio de las enfermedades autoinmunes
(Tumang, 19980). Los superantigenos ejercen sus efectos sobre las células T al
unir los receptores de antigeno de las células T a moléculas del CMH-II
expresadas sobre células presenfadoras de antigeno, y no requieren
procesamiento (Marrack, 1990). El reconocimiento de un superantigeno por
una célula T puede tener algunas consecuencias diferentes incluyendo Ia
proliferacién y expansién o la induccién prolongada de no-respuesta (anergia) o
aun la apoptosis (Mc. Donald, 1993; Rammense, 1989). Los factores que
determinan cual de estas alternativas se vuelve predominante adn no estan

bien comprendidos.

La capacidad de un superantigeno para activar a células T en la mayoria de
los casos, depende solamente de la expresion por la célula T de un subgrupo
de elementos VB. Estos segmentos variables son propios del receptor de
célula T. Puesto que la activacion es dependiente sélo de VP y no de otros

elementos variables del receptor de células T, un s6lo tipo de superantigeno es



capaz de activar una subpoblacién mayor de células T que lo que hacen los
péptiﬁos derivados de antigenos profeicos, convencionalmente alin mas
inmunogénicos. Esta propiedad coloca a los superantigenos entre las
sustancias inmunoestimuladoras mas potentes. Los mecanismos patogénicos
por los cuales los superantigenos disparan los sindromes clinicos no son
enteramente claros, pero probablemente dependen de su capacidad para
activar un gran numero de células T. Las diferentes manifestaciones que
resultan pueden ser principalmente una consecuencia de la produccion
desregulada de citocinas derivadas de células T y otros mediadores solubles

de la inflamacion (Miethke, 1992).

RETROVIRUS Y AUTOINMUNIDAD.

Debido a su capacidad para integrarse permanentemente al genoma de la
célula huésped y persistir por toda la vida del animal como un parasito
intracelular (Schupbach, 1989), estos agentes virales pueden crear una
situacion en la cual la distincion entre lo propio y lo no propio no es clara.
Aunque evidencias directas relacionan la infeccion de los virus a las
enfermedades autoinmunes en una manera causal, alin se carece de modelos
animales que demuestren que la infeccién de retrovirus oculta conduce a una
enfermedad inflamatoria cronica: como ejemplo tenemos al virus de la
encefaloartritis caprina (Mc Guire, 1990; Kennedy-Stoskopf, 1989), este virus
causa una infeccion persistente que resulta en artritis, encefalitis y pneumonitis
intersticial. Las lesiones patoldgicas que se desarrollan en los animales

infectados son consideradas similares en muchas maneras a ciertas



enfermedades autoinmunes espontaneas humanas, particularmente AR. Este
virus.es ubicuo e infecta a la mayoria de su especie hospedera pero sélo una
pequefia proporcion de los animales infectados desarrolla la enfermedad. Esto
parece indicar gque existe una interacciébn del virus con factores de
susceptibilidad genética 0 ambiental que determinan el desarrollo eventual de
la patologia tisular autoagresiva como ha sido postulado que ocurre para los

sindromes de la enfermedad autoinmune humana.

ARTRITIS REUMATOIDE.

La AR es una enfermedad sistémica autoinmune de etiologia desconocida.
Su caracteristica primordial es de una enfermedad crénica, simétrica,
inflamatoria de la membrana sinovial que erosiona y destruye el cartilago de las

articulaciones periféricas. (Schumacher, 1983).

Predomina en las mujeres en proporcion 3:1; aparece en la edad adulta
temprana o media, si bien se ha registrado en personas de todas las edades.
Se ha estimado que la prevalencia esta alrededor de 1-3% de la poblacion
(Barnes, 1970). Su diagndstico es compatible con una gran variedad de
presentaciones y un curso clinico que puede evolucionar desde unas cuantas
semanas o meses de malestar, hasta muchos arios con profunda discapacidad,
ya que el diagndstico puede ser obvio solo con el paso del tiempo. (Halberyg,

1994).
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Al igual que la mayoria de las enfermedades autoinmunes, se piensa que la
AR es producida por una interaccién entre factores genéticos y ambientales

tales como los agentes infecciosos (Inmman, 1992).

a) FACTORES GENETICOS: Existe una tendencia familiar para la AR. Sin
embargo, muchos casos ocurren sin historia familiar y se conocen como AR
“esporadica”, ambas formas de AR estan asociadas con moléculas del CMH de
clase II: HLA-DR4 y, en menor grado con DR-1. Las moléculas HLA clase | y llI

muestran menor o rara asociacion con ia AR (Halberg, 1994).

Puesto que las moléculas de clase Il estan involucradas en la presentacion
de antigenos a células TCD4+, se ha sugerido que la tercera regién
hipervariable de la cadena beta DR-1 y DR-4 incrementan la susceptibilidad a
la enfermedad al controlar la unién del péptido artritogénice. Una explicacién
razonable es que los péptidos DR asociados con AR predisponen al hospedero
a una respuesta o posiblemente una falta de respuesta inmune apropiada a un

agente etiogénico ambiental (Brostoff, 1994).

b) AGENTES INFECCIOSOS: La hipotesis de que los agentes infecciosos
actuan por lo menos como un factor desencadenante, si nc como perpetuante,
ha inspirado décadas de la investigacién clinica. A pesar de los esfuerzos de
investigadores clinicos de la era de microbiologia reciente, ha sido una meta
inalcanzable definir una etiologia infecciosa para la AR (Inman 1992). Los
agentes microbianos asociados con AR incluyen virus como el Epstein-Barr,
rubéola, retrovirus, parvovirus;(Wilder 1991) y recientemente el virus de la

hepatitis C (Hirohata 1992), bacterias como micoplasma, micobacterias
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(Moreland 1991) y diferentes organismos entéricos (Thompson 1994). El que
no sé pueda demostrar la presencia del microorganismo en el cultive no
excluye su relacién con la AR; debido a que esta claro que la bacteria muerta,
la pared celular, toxinas y otros componentes del microorganismo tienen la
capacidad de inducir enfermedad articular inflamatoria cronica. Por ejemplo el
peptidoglucano de la pared celular de muchas bacterias induce artritis
destructiva severa crénica, semejante a la AR, en animales de experimentacién
genéticamente predispuestos (Brostoff, 1894). Ademas, se ha reportado que la
proteina A que contiene el Staphylococcus aureus de la cepa Cowan [ es un
potente estimulador de la produccién in vitro de Factor Reumatoide (FR), por
linfocitos de individuos sanos (Tar, 1985; Goldenstein, 1986).
INMUNOHISTOPATOLOGIA DE LA ARTICULACION.

La inmunohistopatologia de la articulaciéon incluye la presencia de
macrofagos que predominan en el borde de la sinovial (Shinohara, 1992); y
células TCD4+ las cuales secretan factor estimulador de colonias de
granulocitos y macréfagos (FSC-GM) y altos niveles de factor de necrosis
tumoral (FNT), interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-8). El FNT, IL-1 e IL-6
estan claramente involucrados en el proceso artritico, puesto que las 3
citocinas estan presentes en fluido sinovial y pueden ser detectadas
inmunohistoquimicamente en ia membrana sinovial reumatoidea inflamada
(Deleuran 1992 y Farahat, 1993). Ademas los niveles locales y sistémicos de
cada citocina proinflamatoria corresponden a la actividad de la enfermedad
(Eastgate 1988, Westacotit 1990 y Feldmann 1990). Por otra parte, el FNT y la

IL-1 tienen un efecto catabdlico sobre el cartilago articular de numerosas
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especies (Dingle 1987 y Shinmei 1989). La proliferacion espontanea de
sinO\;iocitos reumatoideos puede ser inhibida por anticuerpos anti-FNT
(Brennan 1989). Evidencias directas de que FNT e IL-1 representan un papel
en la patogénesis de artritis experimental, ha sido obtenido en modelos
animales en los cuales el bloqueo de estas citocinas retrasa el establecimiento
de la artritis inducida por colageno; suprime la inflamacioén y disminuye la
destruccidn de cartilago que corresponde a la respuesta anti-inflamatoria
(Wooley 1993, Van den Berg, 1994, Williams 1992, Piguet 1992 y Thorbecke,
1992). Lo anterior indica que IL-1, FNT e IL-6 junto con otras citocinas, juegan

un papel critico en la respuesta inflamatoria de fase aguda.

El interferén gamma (IFN-gamma) es una citocina secretada por células T
activadas y células NK que promueve la inflamacién al activar macréfagos e
inducir la expresion de moléculas del CMH y de adhesién celular (Haas 1997).
Se han encontrado niveles significativamente elevados de IFN-gamma en
sueros de pacientes con desordenes autoinmunes; se ha sugerido una
asociacion entre el desarrollo de Lupus Eritematoso Sistémico y la regulacion
defectuosa de IFN-gamma (Haas,1997). Los bajos niveles de interleucina 2
(IL-2) pueden deberse a la accion de inhibidores o a la alta afinidad con los
receptores para IL-2. En el liquido sinovial predominan las células TCD8+
(Sokoloff, 1985). A lo largo de la membrana y alrededor de los pequefios vasos
se encuentran ceélulas B y células plasmaticas productoras de FR. Los
autoanticuerpos como el FR forman complejos inmunes que ocasionan una

inflamacion localizada en la articulacion. La respuesta inflamatoria exagerada
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incluye enzimas de degradacion que causan la destruccién caracteristica de la
enfeﬁnedad (Shinohara, 1892).

Las células B que sintetizan y secretan anticuerpos anti-colagena tipo |l
también son abundantes. Algunas caracteristicas de ellas las distinguen de
otras células B, por ejemplo, un porcentaje significante expresa el antigeno de

superficie CD5 el cual normalmente es expresado en células T.

Ademas se encuentran polimorfonucleares adheridos al endotelio vascular y
en liquido sinovial donde pueden llegar a constituir mas del 50 % de las células
presentes (Klippel, 1994). En sangre la proporcion CD4+/CD8+ es nomnal,
responden en forma muy pobre a la estimulacion con mitégenos y la respuesta
se corrige al agregar IL-2, lo que sugiere una deficiencia funcional en esta
citocina; otra interpretacion es que las células T ya estan estimuladas al
maximo como resuftado del proceso patoldgico y por lo tanto los mitégenos

tienen poco efecto adicional.

El nimero de células B es normal en sangre periférica en pacientes con AR,

sin embargo la subpoblacion de células B que lleva el marcador CD5 se

encuentra incrementada (Cassali, 1987).

MODELOS ANIMALES DE ARTRITIS.

Una principal dificultad en el entendimiento de la etiologia y de los
mecanismos patogénicos de la AR ha sido la falta de un modelo animal
adecuado. La artritis inducida por adyuvante (Pearson, 1956), la inducida por

pared celular de estreptococo (Cromartie, 1977), por pristano (Wooley, 1989), y
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la exacerbada por IL-1 (Hom, 1988; Killar, 1989) han sido estudiadas
frecuéntemente en diferentes especies animales. La principal dificultad en el
uso de estos modelos es que son experimentalmente inducidos, autolimitantes
y carentes de muchas de las caracteristicas fisico-patologicas encontradas en
la enfermedad del humano. Recientemente modelos animales con patologia
articular semejante a la AR en el humano han sido reportados en ratones,
como la cepa MRL/Ipr que ha sido uno de los mas activamente estudiados.
(Andrews, 1978; Nakamura, 1991; Bouvet, 1990; Nordling, 1992).

RATON MRUlpr.

En 1982 los ratones MRL/Ipr (usados extensivamente en la patogénesis del
Lupus) fueron reportados por desarrollar espontaneamente linfadenopatia
masiva con una hipergamaglobulinemia, presencia de autoanticuerpos, altos
niveles de proteinas de fase aguda, plasmacitosis, glomerulonefritis y una
enfermedad parecida a la AR al final la vida (Andrews, 1978; Hang 1982). La
mutacién Ipr causa defectos funcionales en el antigeno Fas, el cual media la
apoptosis (Haas 1997). Las grandes y pequefias articulaciones de los
miembros posteriores de los ratones hembras presentan una patologia articular
semejante a la AR en el humano.

El examen histologico de las articulaciones demostrd: proliferacion de
células sinoviales; formacion de pannus; erosidon del cartilago articular
adyacente a las células sinoviales proliferantes; a los 6-7 meses de edad hubo
destruccién del cartilago del menisco, formacion de fibrocartilago y destruccion
del hueso subcondrial, en cierta proporcion de ratones MRLU/pr. También puede

ser encontrado un infiltrado de linfocitos T y B en el tejido sinovial de los
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ratones afectados, sin embargo, su presencia y confribucion a fa patogenia de
la enfermedad permanecen en controversia.

Al igual que en el humano, la patologia de la articulacion estd asociada con
niveles altos de FR IgM e IgG circulantes, asi como la presencia de anticuerpos
a proteinas de la matriz extracelular (Andrews, 1978; Hang, 1982; O Sullivan
1985; Tanaka, 1988; Pataki, 1985; Theofilopoulos, 1981; Edwards, 1986;
Tarkowski, 1987; Abe, 1981; Eisenberg, 1979; Izui, 1980; Gay, 1987 y Ratkay,
1891). En resumen, esta cepa de ratén exhibe 4 caracteristicas importantes en

AR;

a) FRIgMelgG

b)  Excesiva proliferacidn de linfocitos TCD4+ determinada genéticamente.
c) Poliartritis clinicamente evidente de los miembros posteriores.

d) Poliarteritis

Ademas presentan hipergamaglobulinemia, complejos inmunes circulantes

(Hang, 1982); desarrollan autoanticuerpos como los anti-cardiolipina (Hess,
1993), anti-DNA (Kiinman, 1993) y glomerulonefritis asociada a complejos
inmunes. Son deficientes en sintetizar receptores para IL-2, producir IL-2 y
también para proliferar con mitbgenos 0 anticuerpos monoclonales contra
receptores de células T (Hammond, 1993). La IL-6 sérica se incrementa con la
edad (Tang, 1991); por el confrario el FNT-alfa es normal (Levin, 1991).
Cuando los ratones son tratados con superantigenos bacterianos se reduce la
nefritis lUpica y la supresion de la enfermedad se asocia con una reduccion

especifica de las células T doble negativas y VBB+ (Kim, 1991). También el



16

tratamiento a largo plazo con anti-CD4+ disminuye la inmunopatologia y la
Iinfop-roliferacién, pero no suprime la produccion de FR. En el ratén MRLU/lpr el
dafio renal, la linfoproliferacion, la produccidon de anticuerpos anti-Sm, anti-DNA
de doble cadena, los niveles elevados de la IgG total, todos estan ligados a la
funcidn de células TCD4+; en contraste, la produccion de la IgM total y la IgM
con actividad de FR parece ser el resultado de la actividad de células BCD5+
que no estd regulada por células TCD4+ (Sullivan, 1991). Entre otras
caracteristicas, se ha observado que estos ratones normalmente no responden

al estimulo con eritrocitos de carnero (Glasser, 1992).

Desafortunadamente este modelo no ha sido muy Uil para el estudio de
protocolos terapeuticos, debido a que las manifestaciones significativas de la

artropatia aparecen al final de la vida del animal.

Investigaciones mas recientes han estudiado a corto plazo el efecto de las
inyecciones del adyuvante completo de Freund sobre la progresion de la
artropatia en el raton MRL/lpr (Ratkay,1993). De estos estudios enconfraron
que una sola inyeccion intradérmica aumenta en forma reproducible la
frecuencia y la agresividad de la enfermedad en el raton joven (16 semanas de
edad), en un 82 % de las hembras y machos de los animales inyectados. El
mecanismo por el cual el adyuvante completo de Freund desencadena en
forma temprana artritis en estos ratones todavia no esta muy claro; se cree que
resulte de una reaccién cruzada entre el antigeno de micobacteria y un
componente proteoglucano de cartilago, pero ain se requieren mas estudios

de laboratorio. Sin embargo, el hecho de que los animales inyectados con
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adyuvante desarrollen la enfermedad 5 veces mas que los animales controles,
hace que este modelo sea de gran utilidad para la investigacion de diferentes

protocolos terapéuticos (Ratkay, 1993).

Aun cuando se han realizado muchos estudios que sugieren que los
microorganismos tienen un papel importante en el desencadenamiento de la
AR (Taylor, 1978), todavia no esta clara su participacion en los mecanismos de
induccion de las etapas de actividad y remisién en la enfermedad ya
establecida. Por tal mativo consideramos que es necesario realizar estudios, en
animales de experimentacién, que se enfoquen al conocimiento del efecto de

los microorganismos en la evolucién de la enfermedad.



HIPOTESIS

La artritis activada por adyuvante en el ratén MRL/Ipr es exacerbada por la

infecciéon bacteriana.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Estudiar el efecto de la infeccion por 3 especies bacterianas en la evolucion

de la artritis activada por adyuvante en el raton MRU/Ipr.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Reproducir el modelo de artritis activada por adyuvante en el raton
MRLU/lpr.

2. Estandarizar la dosis infectante de Sfaphyfococcus aureus, Nocardia
brasiliensis y Streptococcus pneumoniae en el raton BALB/c.

3. Evaluar en forma clinica, histologica, € inmunolégica:
a) Ratones MRL/ Ipr con artritis activada por adyuvante y modificada por

la infeccion con la bacteria respectiva.

b) Ratones MRL/Ipr infectados con la bacteria respectiva.

c) Ratones MRL/lpr inmunizados con polisacaridos de neumococo.
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MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES DE LABORATORIO: Se utilizaron ratones de la cepa MRLU/lpr,
con predisposicion genética al desarrollo de artritis; y ratones con sistema
inmune normal de la cepa BALB/c; ambas cepas procedentes de Laboratorios
Jackson (Jackson Laboratories Me. USA). Se utilizaron ratones hembras y

machos de 12-15 semanas de edad.

2. ANTIGENOQOS Y MICROORGANISMOS:
2.1 Adyuvante completo de Freund (ACF) con 10mg/ml de Mycobacterium
tuberculosis H 37 Ra inactivadas con calor (Difco, Detroit, Ml), se preparé

como una emulsion aceite en agua y se utilizaron 50pl por cada ratén.

2.2 Staphylococcus aureus, ATCC 12598

2.3 Nocardia brasiliensis HUJEG-1, ATCC 700358

2.4 Streptococcus pneumoniae, ATCC 6303

2.5 Polisacaridos de neumococo (Pneumovax lote 329D, 23 tipos de

polisacaridos de Streptococcus pneumoniae, 25 pg de cada tipo/500 pl) La

concentracion utilizada fue de 0.15 pg de cada tipo en 50 pl por raton.

3. PREPARACION DE LOS INOCULOS BACTERIANOS:
3.1 Staphylococcus aureus. En un tubo estéril con 3 ml de caldo infusion
cerebro-corazéon (BHI, Difco Laboratories) se depositd una asada del vial

liofilizado y se incubd a 37°C durante 24 hrs. De este cultivo se transfirié una



21

asada a un medio de agar sangre en caja de Petri por aislamiento de estria y
se iﬁcubé nuevamente a 37°C 18-24 hrs para mantener el cultivo viable. La
estandarizacion de fa concentracién del indcuio se llevé a cabo por el método
de turbidimetria y cuenta de unidades formadoras de colonias (UFC) de la
siguiente forma: De un cultivo de 18 hrs en caldo nutritivo se hicieron
diluciones de 10" a 107, se tomo lectura de la densidad optica de cada dilucién
a 800 nm y ademas se transfirid un ml de cada dilucion a placas de Petri a las
cuales se vacio 30 ml de agar nutritivo licuado a 50°C y se incubd a 37°C
durante 24 hrs. Se conté el nOmero de UFC en las placas donde hubo un
numero mayor de 30 y menor de 300. De esta forma se selecciond la dilucion
en la cual se obtuvo un inéculo con 1X107 UFC y a partir de éste se ajusto el
volumen correspondiente a las diferentes concentraciones de bacterias a
probar en el raton BALB/c.

3.2 Nocardia brasiliensis. A partir de un cultivo de Nocardia brasiliensis en
agar dextrosa-Sabouraud se inoculé una asada en matraces Erlenmeyer de

125 ml con 30 ml de caldo BHI y se incubd a 37°C en bafio de agua con

agitacion (GCA/Precision Scientific, Ch. USA) durante 48 hrs. Los cultivos se
transfirieron a tubos de 50 ml y se centrifugaron a 166 x g durante 10 min en
una centrifuga Beckman TJ-6 (Beckman Instruments, Ca. USA); posteriormente
la masa bacteriana se lavé con solucion salina fisioldgica dos veces mas. Las
bacterias se disgregaron con un agitador de vidrio y se resuspendieron en
solucién salina fisiolégica; se dejaron sedimentar y el sobrenadante se utilizd

para inocular 8 matraces Erlenmeyer con 30 ml de caldo BHI, los cuales se
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incubaron a 37°C en bafic con agitacion durante 48 hrs. El crecimiento
bacteriano aparecié como una pelicula seca y cérea en la superficie del medio.
Las bacterias se recuperaron y lavaron 3 veces con solucién salina a 166Xg, y
se homogeneizaron en un Potter-Elvehem. El homogenizado de Nocardia
brasiliensis representa la suspensiéon unicelular bacteriana utilizada como
indculo.

Una vez obtenido el indculo, una parte se guardbé a 4°C y con la otra se
realizaron diluciones para sembrar en placa en agar BH| y contar el namero de
colonias que crecen a los 3 dias; con el propdsito de ajustar al nimero deseado
de UFC/mi con el in6culo almacenado a 4°C.

3.3 Streptococcus pneumoniae. A partir del vial del liofilizado se tomé una
asada de bacterias y se colocé en un tubo de 13 X 100 mm con $ mi de sangre
humana, se mezcld perfectamente y se dejé incubar a 37°C durante 24 hrs. De
este cultivo se transfirid una asada a medio de agar sangre en caja Petri, por

aislamiento de estria y se incubd a 37°C durante 24 hrs. Una vez que se observo

el crecimiento de colonias de Sfreptococcus pneumoniae se hizo una
suspensién de bacterias en solucién salina fisiolégicaen tubode 12 X 75 mm y
se ajustd a un 72% de absorbancia, con el nefelémetro del equipo de VITEK
(DR100, Co. USA). A partir de esta absorbancia, que equivale a 6X10%, se
hicieron diluciones con solucion salina y se sembrd en placas de agar sangre
para contar el nimero de colonias y ajustar al nimero deseado de UFC/ml para

cacla concentracion.
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4. INMUNIZACIONES:
4.1 ARTRITIS ACTIVADA POR ADYUVANTE. Un grupo de 12 ratones MRL/lpr,
se inocularon con 0.05 ml de ACF por via intradérmica en 2 sitios toracicos, con
aguja de 29 X 13 mm y se observaron durante 4 semanas para reproducir el
modelo de artritis activada por adyuvante. Se compararon con 2 grupos de
ratones controles, el primer grupo de la misma edad y el segundo con mas de
24 semanas como control de artritis espantanea {especimenes seniles), ambos
sin tratamiento. Ademas se incluyé un tercer grupo el cual se inoculé con ACF
para activar artritis por adyuvante el cual, después de 1 semana se inoculd por
via intraperitoneal con ciclofosfamida en una concentracion de 5 mg/Kg de peso/
dia durante 5 semanas, con el propésito de tener un control de remisién de la
enfermedad {Omata, T. 1997).
4.2 ESTANDARIZACION DE LA DOSIS INFECTANTE DE BACTERIAS EN EL
RATON BALB/c. Para cada una de las bacterias se probaron diferentes
dosis de UFC: para Staphylococcus aureus, de 1X10° a 5X105; para Nocardia
brasiliensis, 1X10” a 4X107; para Streptococcus pneumoniae, 3X10° a 3X10".

Posteriormente se inoculé cada una de las dosis en 50 pl de solucién salina

fisiolégica por via subcutanea dorsal. Se utilizaron 3 animales para cada una de
las dosis probadas. En el caso de Staphylococcus aureus y Nocardia brasiliensis
se observé al animal durante 12 dias para la aparicion de un absceso que
pusiera de manifiesto la infeccion sin que muriera el animal; en el caso de

Streptococcus pneumoniae, los animales que sobrevivieron a las dosis probadas



24

después de 5 dias, se sometieron a un hemocultivo para comprobar la infeccion.
Postérionnente la dosis Optima fue probada en el raton MRU/Ipr.
4.3 ARTRITIS ACTIVADA POR ADYUVANTE MAS INFECCION. Tres grupos
de 12 ratones MRL/Ipr se inocularon con ACF para activar artritis por adyuvante.
Después de 4 semanas de observacion, cada ratdon se inoculé por via
subcutanea dorsal con la dosis infectante de la bacteria respectiva y se dejaron
en observacion 2 semanas mas, con el propésito de determinar si la infeccién
modificaba de alguna forma la evolucién de la artritis.
4.4 RATONES MRLU/Ipr CON INFECCION. Tres grupos de 12 ratones MRL/lpr
se inocularon con la dosis infectante de cada una de las bacterias respectivas
por via subcutanea dorsal y se observaron durante 6 semanas.
4.5 RATONES MRU/Ipr INMUNIZADOS CON POLISACARIDOS DE
NEUMOCOCO. Un grupo de 7 ratones de la cepa MRL/Ipr se inmunizaron
con polisacaridas de Strepfococcus pneumoriae via subcutanea dorsal una sola
vez y se dejaron en observacion 6 semanas. Otro grupo de 8 ratones recibid una
primoinmunizacion y después se reinmunizé cada 2 semanas. Después de su

dltima inmunizacién se dejaron en observacion 2 semanas mas.

5. EVALUACION CLINICA, INMUNOLOGICA E HISTOPATOLOGICA

DE LA ARTRITIS:
5.1 EVALUACION CLINICA. Los ratones fueron evaluados por un investigador
ajeno al tratamiento cada segundo dia durante 4 semanas después de la
inyeccién con ACF, con el objeto de visualizar la artritis y registraria como

positiva, en caso de observar eritema e inflamacién en al menos una pata
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anterior o posterior. Las mediciones de las articulaciones inflamadas fueron
hechés con un vernier. Después de la inoculacion con la bacteria respectiva los
ratones se observaron durante 2 semanas con el propésito de cobservar la
aparicion de un absceso en el sitio de la infeccidn, en el caso de Sfaphylococcus
aureus o Nocardia brasiliensis, en el caso de Sfireptococcus pneumoniae
después de 5 dias de la infeccion, se realizé un hemogultivo en agar soya
tripticasa para demostrar la infeccién.

5.2 OBTENCION DE SUERO. Al final del estudio se tomaron muestras de
sangre por puncién cardiaca a cada grupo de ratones. Se separaron los sueros
y se congelaron a -70° C para llevar a cabo la determinacion de citocinas por el
metodo de ELISA.

5.3 DETERMINACION DE CITOCINAS. Se determind la concentracion en
suero de IL-6, TNF-alfa e INF-gamma, para lo cual se utilizaron kits comerciales
de la marca ENDOGEN (No. catalogo: EM-IL6, EM-TNFA y EMZ2-IFNG
respectivamente, Ma. USA).

54 EVALUACION HISTOPATOLOGICA. Al final del estudio se realizaron
necropsias de cada grupo, las patas de los ratones se fijjaron en formol neutro.
A las 24 hrs se cambio la solucion de formol. La descalcificacion se llevd a cabo
en una solucion acido férmico-formol durante 4 dias. Las patas se enjuagaron en
agua corriente durante 1 dia. Posteriormente se procesaron en un Histogquinet
Autotechnicon (N.Y. USA) para incluir en parafina y se hicieron cortes en un
microtomo tipo Minot Spencer (N.Y. USA) con secciones de 5-7um de grosor.

Posteriormente se hicieron tinciones con hematoxilina~eosina. Los cortes
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histolégicos de las articulaciones de |as 4 patas se evaluaron para la presencia o
ausencia de las siguientes caracteristicas:

a) Sin lesion

b) Inflamacién de la membrana sinovial

¢) Hiperplasia de la membrana sinovial

d) Formacion de pannus

e) Erosion de cartilago

f) Destruccion de hueso (Hom, 1988).

6. ANALISIS ESTADISTICO:
Se realizaron las pruebas de y? para determinar si existia diferencia

significativa en el efecto que inducen los distintos tratamientos para cada grupo

de ratones.
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RESULTADOS

1. ARTRITIS ACTIVADA POR ADYUVANTE. En el grupo de ratones
inoculados con ACF, se observd que el 100% de los animales desarrollo artritis,
caracterizada por inflamacion y eritema, principalmente en las articulaciones de
las patas posteriores. Ademas se observd que a partir de las 12 semanas de
edad, los ratones desarrollaron crecimiento de los ganglios de todo el cuerpo
con un aumento de 20-30 veces su tamafio normal (fig. 1 A, B y C). El estudio
histopatologico de las articulaciones reveld que todos los animales incluidos en
este grupo desarroliaron artritis (fig. 2 Ay B, 3 A, B y C), en los cuales se
observé como dafio minimo la proliferaciéon de la membrana sinovial (3/12
animales) y como maximo, la erosion de hueso (5/12 animales). El resto de los
animales del grupo desarrollaron pannus y ergsion de cartilago. Ademas se
observd que el dano articular que presentd el grupo control de los ratones
seniles fue muy similar. Del grupo de ratones que no recibieron tratamiento,
Unicamente 1/13 animales desarrollaron erosion de hueso; mientras que 4/13
permanecieron sin daio articular. La diferencia entre el grupo de ratones con
artritis activada por adyuvante y ratones sin tratamiento resulto
estadisticamente significativa con un valor de p<0.01. En el grupo de raton.es
que ademas de recibir ACF recibié ciclofosfamida, el maximo grado de dafio
desarrollado fue la formacion de pannus (1/8 animales); el resto se quedaron
con inflamacién y/o proliferacién de la membrana sinovial y 1/8 animales no
desarrolld artritis (Tabla | y fig. 4). Este grupo de ratones también resuitd
diferente de los otros grupos con una significancia estadistica de p<0.01.

Ademas del daiio articular, en algunos ratones seniles y en algunos con artritis
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activada por adyuvante, se encontraron nédulos reumatoideos en tejido
periarticular, vasculitis en la membrana sinovial, vasculitis coronaria y vasculitis
renal (fig. 5 A-D). En los resultados que se encuentran en las tablas se
observa una diferencia en el nimero de animales reportado y el nimero con el
cual se iniciaron los experimentos; esto se debe a que algunos ratones

murieron antes de terminar el estudio.
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Figura 1. Evaluacion clinica de la artritis activada por adyuvante en el
raton MRL/pr. A. Raton control sin tratamiento, B. Ratén con artritis
activada por adyuvante donde se puede apreciar el eritema y la
inflamacion y C. Ratén con artritis activada por adyuvante con crecimiento
de los ganglios, caracteristica propia de esta cepa a las 12 semanas de
edad.



Figura 2. Microfotografia de la articulacién tibio-femoral en un ratén de la cepa
MRL/Ipr. A. Articulacién sin dafio; B. Articulacion con artritis. Cortes de Sum,

tincion Hy E. 16X.



Figura 3. Microfotografia de las diferentes etapas de dafo articular en
ratones MRL/Ipr con artritis activada por adyuvante y ratones seniles.
A. Inflamacién de la membrana sinovial (6.3X); B. Proliferacion de la
membrana sinovial (16X); C. Formacién de pannus con erosion de cartilago
y erosion de hueso (16X). Cortes de 5um, tincion Hy E.

31
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Figura 4. Histopatologia de la articulacidn en ratones MRL/Ipr sin tratamiento,
con artritis activada por adyuvante, controles seniles y con artritis activada por
adyuvante mas ciclofosfamida.



Figura 5. Microfotografia de las lesiones extra-articulares
encontradas en la artritis activada por adyuvante y en la artritis
espontanea (ratones seniles), en el raton MRU/lpr. A. Vasculitis de
la membrana sinovial; B. Vasculitis coronaria; C. Vasculitis renal y
D. Nédulo reumatoideo en tejido periarticular. Cortes de Sum,
tincion Hy E. 16X.
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2. ESTANDARIZACION DE LA DOSIS INFECTANTE DE BACTERIAS

| EN EL RATON BALB/c. De las diferentes dosis de bacterias probadas
en el raton BALB/c se obtuvieron los siguientes resultados: para
Staphylococcus aureus la dosis optima fue 5x10% UFC/ 250 pl; para Nocardia
brasiliensis, 4X10° UFC /50 pl y para Streptococcus pneumoniae, 3X10°
UFC/50 i (Tabla Il). Una vez que se encontrd la dosis optima infectante se
probé en el ratén MRLApr. En el caso de Staphylococcus aureus y Nocardia
brasiliensis, la dosis 6ptima en el raton BALB/c fue equivalente en el ratén
MRL/pr. En el caso de Strepfococcus pneumoniae, la dosis que resultd ser
optima para la infeccién del ratdon BALB/c fue mortal para el raton MRL/lpr, por
lo que se probaron dosis de hasta 3X10°UFC/50 pl, las cuales ocasionaron la
muerte del animal. Con dosis por abajo de 3X10° UFC/50 pl no fue posible

demastrar la infeccion por hemocultivo.
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TABLA Il

DOSIS OPTIMA INFECTANTE DE BACTERIAS EN EL RATON BALB/c,
PROBADAS EN EL RATON MRL/pr.

BACTERIA DOSIS OPTIMA EN MRL/pr
BALB/c
Staphylococcus aureus 5 X 10°UFC/250 ui 5 X 10°UFC/250 pi
Nocardia brasiliensis 4 X 10'UFC/50 pl 4 X 10" UFC/50 pl
Streptococcus pneumoniae 3 x 10°UFC/50 pl MORTAL*

* Dosis de hasta 3X10° UFC/50ul ocasionaron la muerte del animal. Con
dosis menores no fue posible demostrar la infeccion por hemocultivo.

3. ARTRITIS ACTIVADA POR ADYUVANTE MAS INFECCION POR
Staphylococcus aureus O Nocardia brasiliensis. En el grupo de ratones con
artritis activada por adyuvante mas infeccién, encontramos que en el caso de
Staphylococcus aureus, se incrementd ligeramente el porcentaje de los
animales que desarrollaron erosion ésea {(maximo grado de dafio), en relacién
al porcentaje de ratones con artritis activada por adyuvante; en cambio para
Nocardia brasiliensis se observd una disminucion minima en erosion 6sea. Sin
embargo, estos resultados no fueron estadisticamente significativos (Tabla lll y

fig. 6).
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Figura 6. Histopatologia de la articulacion en ratones MRL/lpr con artritis
activada por adyuvante mas infeccion por Staphylococcus aureus o Nocardia
brasiliensis.

4. RATONES MRL/Ipr CON INFECCION POR Staphylococcus aureus O
Nocardia brasiliensis. En el grupo de ratones inoculados con
Staphylococcus aureus se observo que el porcentaje de animales que
desarrollaron erosion 6sea aumentd a un 55.5% en relacién al grupo de ratones
sin tratamiento (12.5%) y al grupo con artritis activada por adyuvante; en el cual
el maximo grado de dafio ocurri6é en un 41.6% de los animales incluidos. En el
caso de los ratones inoculados con Nocardia brasiliensis ninguno de los
animales desarrollé erosion 6sea, y en solamente un 55.5% el dafio evoluciond
a erosion de cartilago. La diferencia entre los 2 grupos resultd estadisticamente

significativa con una p<0.01. (Tabla IV y fig. 7).
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Figura 7. Histopatologia de la articulacion en ratones MRL/Apr que fueron
infectados con Staphylococcus aureus o Nocardia brasiliensis.

S. RATONES MRU/Ipr INMUNIZADOS CON POLISACARIDOS DE
Strepfococcus pneumoniae. Los ratones inmunizados con una dosis de
polisacaridos de neumococo desarrollaron un grado de dafio histopatolégico muy
similar al que presentaron los ratones que recibieron ACF, sdlo que en este
grupo Unicamente 1/56 animales (20%) desarrollé erosién de hueso. En los
ratones que fueron inmunizados con 3 dosis de polisacaridos, 6/8 animales
permanecieron sin ninguna lesién articular (75%); 1/8 desarrollé pannus y 1/8
desarrolld erosidon de hueso (13%); estos resultados son estadisticamente
diferentes a los que se obtuvieron en los ratones con una sola inmunizacion, y

en los ratohes que no recibieron tratamiento, con una p<0.01 {(Tabla V y fig. 8).
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Figura 8. Histopatologia de la articulacion en ratones MRLU/pr inmunizados
con una y tres dosis de polisacaridos de neumococo (POL.1 y POL.3
respectivamente).

6. DETERMINACION DE LOS NIVELES SERICOS DE IL-8, FNT-alfa e IFN-
gamma. En los sueros de los ratones que fueron analizados para investigar la
concentracion de citocinas, ho se observé una diferencia estadisticamente
significativa con los distintos tratamientos que recibieron los ratones, por lo cual
los resultados se organizaron de acuerdo al grado de dafio histopatolégico sin
tomar en cuenta el grupo al que pertenecian los ratones. Los resultados se
encuentran en las fig. 9, 10 y 11 donde se observa que la concentracion en
suero para cada citocina no esta relacionada con el dafio histopatolégico de los

ratones.
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Fig. 9. Determinacion de la concentracion en suero de IL-6, al final del
estudio, en los ratones MRL/lpr agrupados por grado de dafio
histopatolégico: Sin lesién (SL); Inflamacion de la membrana sinovial (IS);
Proliferacion de la membrana sinovial (PS); Formacién de pannus (P);
Erosion de cartilago (EC) y Erosion de hueso (EH).
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Fig. 10. Determinacién de los niveles de FNT-alfa en suero, al final del
estudio, en los ratones MRL/Ipr agrupados por grado de dafio: Sin Lesion
(SL); Inflamacion de la membrana sinovial (1S); Proliferacion de la membrana
sinovial {PS); Formacién de pannus (P); Erosion de cartilago (EC); Erosion
de hueso (EH).
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Fig. 11. Determinacion de la concentracion en suero de IFN-gamma, al final del
estudio, de los ratones MRL/Ipr agrupados por grado de dafio: Sin lesién (SL);
Inflamacion de la membrana sinovial (1S); Proliferacion de la membrana sinovial
(PS); Formacion de pannus (F); Erosion de cartilago (EC); Erosién de hueso
(EH).
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DISCUSION

La progresion natural de la artritis consta de 3 fases: activacion,
automantenimiento y destruccion tisular. En la fase de activaciéon se produce
un estado inflamatorio no especifico, debido a la liberacion de citocinas pro-
inflamatorias por las células del fejido sinovial y del endotelio; las cuales
activan a monocitos y células presentadoras de antigeno para montar una
respuesta inmune, en la que ocurre nuevamente liberacion de mediadores
solubles (FNT, IL-1 e IL-6). Estas citocinas activan a macrofagos y células
dendriticas para la presentacion de péptidos propios a células TCD4+ (fase de
automantenimiento). Las células TCD4+ a su vez liberan citocinas (IFN e IL-6)
que activan a células B para su diferenciacién y produccién de autoanticuerpos
como el FR. Estas inmunoglobulinas forman complejos inmunes que se
depositan en la membrana sinovial y estimulan la activacion y la proliferacion
de las células de la sinovia; asi como la liberacion de citocinas y enzimas, que
conducen a la fase de destruccion en la que se produce erosion de cartilago y
hueso (Lipsky, 1998). Al igual que la mayoria de las enfermedades
autoinmunes, se piensa que l[a AR es producida por una interaccion entre
factores genéticos y ambientales tales como los agentes infecciosos (Wilder,

1991; Moreland, 1991 y Thompson, 1994),

En el presente trabajo uno de los objetivos fue reproducir el modelo de artritis
activada por adyuvante en el ratén MRLU/pr (Ratkay, 1993). Se tomé como punto

de comparacion los resultados obtenidos con ratones seniles, con ratones sin
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tratamiento y con ratones que recibieron ACF y posteriormente ciclofosfamida. De
nuestros resultados observamos que en los ratones jévenes sin tratamiento, el
69% desarrollé artritis y de ellos, solamente un B% avanzé hasta la etapa de
maximo grado de dario que es la erosidon de hueso. Esto es similar a lo reportado
por Ratkay en el grupo control de su modelo (Ratkay, 1993). Por otra parte, del
grupo de ratones inoculados con ACF, al igual que los ratones seniles, el 100%
de los animales desarrollaron artritis y un 42% llegé a presentar erosion de
hueso; en el caso de los ratones seniles, el 67% desarrollé el maximo darfio. En
comparacion con el modelo de Ratkay, sélo un 82% de los animales desarrollé
artritis, de los cuales, un 43% presentd erosidn de hueso. La diferencia de
nuestros resultados con 100% de artritis activada por adyuvante y el 82%
reportade por Ratkay puede deberse al tipo y a la cantidad de los
microorganismos presentes en el medio ambiente en el que permanecen los
ratones el tiempo que dura el experimento. De hecho esta reportado que los
ratones MRL/pr no desarrollan la enfermedad en un ambiente gnbiético
(comunicacién personal de Ratkay), ademas de las observaciones de Taurog en
ratas transgénicas (HLA-B27) en las cuales la artropatia espontanea es mas
atenuada en aquellos animales que crecen en un ambiente libre de gérmenes
(Taurog, 1994). Al parecer las micobacterias que contiene el ACF tienen
actividad policlonal y participan en la fase de activacién y automantenimiento de
la enfermedad, ya que favorecen el proceso inflamatorio inespecifico y la
presentacién de péptidos propios por macréfagos a células TCD4+, a través de

mimetismo molecular (Porcelli, 1993).
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De los resultados obtenidos en los ratones inoculados con ACF y
posteriormente con ciclofosfamida, observamos que un 87% desarrollaron
dafio articular, de los cuales ninguno presenté erosion de cartilago o de hueso.
Esto puede ser debido a que este medicamento protege a los animales del
dafio maés grave; probablemente a nivel de la etapa de automantenimiento o de
destruccion tisular, en donde ocurre |a activacion y diferenciacion de células Ty
células B, las cuales constituyen un blanco importante cuando se utilizan dosis
altas de ciclofosfamida.

En los ratones MRU/Ipr en los cuales se administraron las dosis Optimas
para lograr la infeccion por Staphylococcus aureus o Nocardia brasiliensis,
previamente estandarizadas en el ratobn BALB/c, se observé que estas mismas
dosis resultaron infectantes. La infeccion se puso de manifiesto con el
desarrollo de un absceso de 4-6 mm de diametro, el cual aparecio a los 2 dias
de la inmunizacién con los 2 tipos de bacterias. Para Nocardia brasiliensis el
raton BALB/c desarrolld el absceso hasta después del séptimo dia. Esto
significa que el ratén MRL/lpr es mas susceptible a la infeccion por esta
bacteria que el raton BALB/c. Para los 2 tipos de bacterias los abscesos
permanecieron visibles hasta el dia en que los animales fueron sacrificados,
esto nos ayudo a asegurar que la infeccion estuvo presente el durante todo el
estudio. En el caso de la infeccion por Streptococcus pneurnoniae, la dosis que
resulté éptima para la infeccidon del raton BALB/c, fue letal para el ratén
MRL/lpr, por lo que hubo necesidad de estandarizar la infeccion en esta cepa.
Sin embargo, en las dosis que ya no provocaron la muerte de los animales no

se pudo demostrar la infeccion por hemocultivo. Esto puede ser debido a que el
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raton MRL/pr es mas susceptible a la infeccion por el Streptococcus
pneumoniae.

Con relacién a los resultados obtenidos con los ratones en los que se quiso
investigar el efecto de la infeccibn bacteriana en la artritis activada por
adyuvante, observamos que ni el Staphylococcus aureus ni la Nocardia
brasiliensis fueron capaces de ejercer algun cambio estadisticamente
significativo en la evolucion del dafo histopatologico de la enfermedad activada
por ACF. Lo anterior puede ser debido a que la respuesta inmune primaria que
se produce contra Staphylococcus aureus o Nocardia brasiliensis, favorece el
desencadenamiento de la enfermedad en forma similar a lo que sucede en el
grupo de ratones que Unicamente recibieron ACF; el cual es capaz de activar
la artritis hasta su maximo grado de dafio. (Tar, 1985; Baumn 1993).

En los ratones MRL/Ipr, en los que se investigd el efecto de la infeccién
bacteriana en el desamollo de la artritis espontanea, se observdé que el
Staphylococcus aureus activé la enfermedad en forma temprana en el 100%
de los animales. De estos, un 44% desarrollo erosion de hueso, lo cual es muy
similar a los resuliados obtenidos con ACF. En cambio Nocardia brasiliensis,
aunque también fue capaz de favorecer la artritis temprana en el 100% de los
ratones infectados, en ninguno de ellos provocéd evolucion del dafio hasta la
etapa de erosién de hueso.

Es probable que la infeccidn por Staphylococcus aureus contribuya a la
activacion de la enfermedad al participar en la fase de inflamaciéon no
especifica. Posteriormente cuando se monta una respuesta inmune hacia

epitopes proteicos presentados a células TCD4+ se favorece, por mimetismo
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molecular (Porcelli, 1993), la presentacion de péptidos propios y de esta forma
se desencadena el proceso de autoinmunidad y el dafio articular (Deleuran,
1992), como sucede para ACF.

Por ofra parte, la infecciéon por Nocardia brasiliensis quiza también participa
en la fase de inflamacién no especifica, pero una vez que los macréfagos
ingieren a este microorganismo intracelular, probablemente se inicia la
presentacion de epitopes lipidicos a células TCD8+ citotéxicas en el contexto
de moléculas CD1 (Pringozy,1997; Canstant,1994). Esto da lugar a la
liberacién de citocinas, radicales de oxigeno y enzimas que finalmente lisaran a
las células parasitadas. Posteriormente se llevara a cabo el procesamiento y la
presentacion, por macréfagos, de epitopes proteicos a células TCD4+ y a
células B, en el contexto de las moléculas de clase |l del CMH.
Consecuentemente se efectuara la produccion de citocinas y anticuerpos, que
daran lugar al proceso inflamatorio y erosivo caracteristico de la enfermedad
(Rico,1982). Esto implica que probablemente la activacién inicial de las células
TCD8+ retrase (con relacion a lo observado para Staphylococcus aureus) el
tiempo de evolucién de la etapa erosiva de hueso de la artritis en el ratoén
MRL/lpr.

¢ Es realmente el efecto de la infeccion lo que se observa en la evolucién de la

artritis espontanea en el raton o es el efecto de los antigenos bacterianos?.

En los ratones inmunizados una sola vez con antigenos polisacaridos de
neumococo encontramos que, al igual que el efecto producido por el ACF y las

infecciones por fas bacterias estudiadas, el 100% de los ratones incluidos en el



51

grupo desarroll artritis, de los cuales sélo un 20% presenté erosién de huesa.
En cambio en los ratones que recibieron 3 inmunizaciones con antigenos
polisacaridos de neumococo, observamos que sélo un 25% de ellos desarrolld
artritis, en donde un 13% evoluciond hasta la etapa de erosidn de hueso;
mientras que un 75% de los animales permanecieron sin ninguna lesion
articular. La diferencia de este porcentaje de animales sin dafio es
estadisticamente significativa con relacion al 31% de los ratones sin tratamiento
gue permanecen sin lesion histopatologica.

Estos resultados pueden ser debidos a que la reinmunizacion con
antigenos polisacaridos, indujo tolerancia hacia los antigenos propios en
células T (Mossier, 1982); probablemente a través de la produccion de
anticuerpos anti-idictipo o de la activacion de células T supresoras y que de
esta forma se haya blogueado el fenémeno de autoinmunidad en el ratén
MRL/pr. Por otra parte dada la naturaleza timo-independiente de los antigenos
polisacaridos es probable que se hayan inactivado, por saturaciéon de
receptores, las células B que se activan en el proceso autoinmune
(Mossier,1982) vy que de esta manera, en parte, se inhiba el dafio tisular
provocado por la produccion de FR y el depésito de complejos inmunes.

El curso clinico de la enfermedad depende en gran manera de las
caracteristicas cualitativas de la respuesta inmune: esto es, si se monta una
respuesta de tipo humoral o celular; si se activan células T, las cuales abundan
en este modelo animal (Hammond, 1993 y Tarkowsky, 1987); si son
cooperadoras, supresoras y del tipo de citocinas predominantemente

producidas (Tar, 1985). Una forma de comprobar la validez de estas teorias
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consistiia en analizar inmunchistoquimicamente las clonas de células T
presentes en la membrana sinovial a diferentes tiempos durante el
establecimiento de la enfermedad.

Los resultados obtenidas en los ratones reinmunizados con polisacaridos de
neumococo abren una linea de trabajo para estudiar mas especificamente su
efecto protector en el desarrollo de la enfermedad; cual o cuales de los 23
polisacaridos contenidos en la vacuna Pneumovax es 0 son los responsables
de este resultado, en qué dosis y si el efecto protector es definitivo o solamente
retrasa la evolucion de la enfermedad. Ademas nos motiva a investigar un
poco mas acerca del disefio de vacunas con componentes microbianos que
induzcan tolerancia en células TCD4+, las cuales son esenciales para la
progresion del proceso inflamatorio de la artritis (Lipsky, 1998).

Para investigar si existia alguna relacion entre el dafio histopatolégico de la
enfermedad y el nivel en suero de las citocinas proinflamatorias, se midié la
concentracion del FNT-alfa, IL-6 e IFN-gamma al fiempo en que los ratones
fueron sacrificados. En los resultados no se encontré relacion directa ni inversa
entre el grado de dafio y la concentracion de estas citocinas en el ratdn
MRLU/lpr. Estos resultados difieren de lo reportado por Westacott y Feldmann
en 1990 quienes indican que los niveles locales y sistémicos de estas citocinas
proinflamatorias comesponden a la actividad de la AR en el humano. Nosotros
consideramos que es necesario investigar por métodos inmunohistoquimicos a
nivel articular la presencia de estas citocinas en este modelo, en particular para
saber si existe 0 no alguna relacion de su concentracién con [a histopatologia

de la enfermedad.
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Este trabajo se realizé con el propésito de conocer el efecto de la infeccién
bacteriana en la induccion de actividad o remisién de la enfermedad en este
modelo animal. Ademas de tratar de explicar los eventos que se producen en la
AR en el humano, tomando en cuenta que la artritis gue este modelo desarrolla
guarda mucha similitud con esta Gitima.

Adn cuando es muy amplio el conocimiento de la epidemiologia,
inmunologia y de los aspectos genéticos de la AR, no se tiene una idea clara
de qué es lo que inicia o perpetia el proceso. Hasta que la causa sea
conocida, la AR no podra ser definida en forma precisa. Puede tratarse de una
enfermedad con mas de una causa ¢ mas de una enfermedad con una sola

causa.
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CONCLUSIONES

. En la artritis activada por adyuvante, la infeccion por Staphylococcus
aureus o por Nocardia brasiliensis no maodifica la evolucién clinica de la

enfermedad ya establecida.

. La infeccion por Staphylococcus aureus desencadena artritis temprana en

forma similar a la aplicacion de ACF en el raton MRLU/Ipr.

. La infeccién por Nocardia brasiliensis desencadena artritis temprana en el

ratén MRL/pr, pero limita el grado de datio.

. La reinmunizacion con antigenos polisacaridos de neumococo disminuye
significativamente el nimero de ratones MRL/Ipr que desarralia artritis en

forma natural.

. La concentracion de IL-6, FNT-alfa e IFN-gamma en suero no estan

relacionada con el dafio histopatolégico de la artritis en el ratén MRU/Ipr.
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