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RESUMEN

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria y autoinmune
crénica que afecta principalmente a las articulaciones. Se produce una
inflamacién articular que dafia las diferentes estructuras deformandolas,
llegando a incapacitar al paciente. Se caracteriza por inflamacién de la
membrana sinovial con infiltracidn de células inmunes, degradacién del
cartilago, con muerte de condrocitos, y destruccién del hueso por
desregulacién del mecanismo de degradacién-reparacién. La activacion
aberrante de las células presentadoras de antigeno frente a antigenos propios
modificados inicia una cascada inflamatoria que lleva a la activacion
linfocitaria contra este antigeno, la proliferacién de linfocitos B y la produccion
de autoanticuerpos, y a la liberacién de mediadores proinflamatorios tanto en
el foco inflamatorio como en la circulacion general. Esto lleva a la
hiperactivacidon osteoclastica e inhibicion osteobldstica produciendo la
degradacion del hueso subcondral. Esta respuesta inflamatoria estd mediada
por linfocitos Th1l, Th2 y Th17, entre otros. No obstante, para compensar este
aumento de linfocitos proinflamatorios, el organismo activa la via resolutiva a
través de los linfocitos T reguladores FOXP3+ que fracasan en su intento por
paliar la inflamacion. Asi, el proceso se retroalimenta positivamente hasta la

degradacion completa de las articulaciones.

Hoy en dia existen muchos tratamientos para combatir la
enfermedad, pero se centran exclusivamente en frenar su avance y paliar los
sintomas dolorosos. Ademas, no se ha conseguido revertir la degradaciéon ya
producida. En este sentido, es importante continuar investigando tanto la
enfermedad como posibles vias y dianas terapéuticas. Asi, en los ultimos afios

han aparecido diversas terapias bioldgicas capaces de mejorar la enfermedad,



pero no son efectivas en todos los casos o pueden acabar fracasando por

tolerancia o por incompatibilidad con nuestro propio sistema inmune.

La proteina relacionada con la paratohormona (PTHrP) y sus derivados
peptidicos han sido estudiados recientemente como tratamiento para las
enfermedades dseas. Uno de ellos, osteostatina (PTHrP(107-111)), ha
mostrado propiedades antiinflamatorias y antisenescentes en osteoblastos y
también antiosteoclastogénicas. El objetivo del presente estudio ha sido
profundizar en el conocimiento farmacolégico de este péptido, determinando

sus efectos en un modelo animal de artritis reumatoide y en células humanas.

Se empled el modelo de artritis inducida por colageno (CIA) en ratones
DBA/1. Después del inicio de la artritis, se administrd osteostatina a 80 pg/kg
0 120 pg/kg por via subcutidnea durante 13 dias. A dia 14 se sacrificaron los
animales y se les extrajeron los ganglios linfaticos para la caracterizacion de
las poblaciones linfocitarias por citometria de flujo y para ensayos de
proliferacién celular. Unas patas fueron seccionadas y homogenizadas para
determinar mediadores, otras se emplearon en el estudio histolégico de la
articulacién y otras para determinar la densidad ésea mediante rayos X.

También se cuantificaron diversos mediadores en el suero de los ratones.

Osteostatina fue capaz de reducir los signos clinicos de la artritis, asi
como los principales mediadores inflamatorios locales como IL-1B, TNFa e IL-
6. Ademas, aumentd la principal citocina antiinflamatoria IL-10. Todo ello
acorde con los resultados obtenidos con la citometria de flujo de los linfocitos
de ganglio linfatico donde se observé un aumento de la poblacién FOXP3+
respecto a la RORyT+. Los cortes histoldgicos mostraron una reduccion de la
degradacion del cartilago y de la destruccién dsea que se confirmd con el

analisis de rayos X.



Por otro lado, se separaron monocitos de sangre humana para su
posterior diferenciacidn a osteoclastos y estudiar la capacidad de osteostatina
de reducir este proceso. Se utilizaron las concentraciones de 100 nM, 250 nM
y 500 nM. Tras 2 o 7 dias de diferenciacidn, se lisaron las células y se midieron
distintos genes implicados en la diferenciacién de osteoclastos por RT-qPCR.
También se separaron los linfocitos, se trataron con osteostatina a 100 nM y

500 nM y se caracterizaron las poblaciones por citometria de flujo.

Se observé que osteostatina es capaz de bloquear la diferenciacién
osteoclastica a partir de monocitos humanos mediante la disminucién de la
expresion de genes clave como RANK, OSCAR y catepsina K, sobre todo en los
primeros estadios de diferenciaciéon. Ademads, el péptido provocé un aumento
de los linfocitos FOXP3+ en comparacién con los RORyT en los linfocitos

extraidos de sangre humana.

Asi  puede concluirse que osteostatina tiene un perfil
inmunomodulador, antiinflamatorio y antirresortivo, demostrado tanto en
CIA como en células humanas. Seria interesante seguir profundizando en el
estudio de esta molécula para desarrollar posibles tratamientos en
enfermedades inflamatorias crénicas articulares como es la artritis

reumatoide.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune crénica e
inflamatoria que afecta principalmente a las articulaciones, tanto las
superiores como las inferiores y espinales. Ademdas de causar inflamacién,
dolor y rigidez, se produce una degradacion progresiva de las articulaciones

provocando deformidades, pérdida de funcionalidad e inmovilidad.

Es una enfermedad de distribucién mundial, con mayor prevalencia en
mujeres que en hombres en una proporcidon 3:1. En Espafia, tiene una
prevalencia del 0,5% y su incidencia es de 8,3 nuevos casos por cada 100.000
habitantes y afio, siendo también mayor en mujeres que en hombres (Garcia

y Loza, 2018)

El elevado impacto de la artritis en la sociedad viene de que es una
enfermedad incapacitante, por lo que afecta no solo al individuo sino también
a todo su entorno. Desde su productividad laboral, a los cuidados vy

condiciones especiales que necesita y su estado mental.

El desarrollo autoinmune de la AR lleva a un proceso inflamatorio
iniciado en las articulaciones y que tiene repercusion en todo el organismo.
Esto ultimo provoca diferentes comorbilidades tanto por la enfermedad como
por los tratamientos utilizados. Las comorbilidades mas frecuentes a causa de
la enfermedad son la enfermedad cardiaca relacionada con ateroesclerosis,

trastornos pulmonares, alteraciones digestivas, osteoporosis, infecciones y
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cancer. Las alteraciones digestivas, que pueden llegar a la produccién de
hemorragias y Ulceras, se han asociado con el uso de antiinflamatorios no
esteroidicos (AINEs) y dosis altas de glucocorticoides (GC) que serian
responsables ademdas de un mayor riesgo de osteoporosis e infecciones.
Ademas, el uso de farmacos anti-factor de necrosis tumoral a (TNFa)
aumentaria el riesgo de sufrir infecciones, sobre todo tuberculosis (Dougados,

2016).

Debido al dolor crénico e incapacidad que provoca la AR, es comun
que los pacientes presenten problemas psiquiatricos como depresién (17% de

pacientes) o ansiedad (25%) (Matcham et al, 2018).

Se calcula que en Espafia hay 300.000 afectados por esta enfermedad
y los costes medios al afio son 24.291€ por paciente (Leon et al, 2018) lo que
supone un impacto directo sobre la sanidad de 7.287 millones, que derivan
principalmente del elevado precio de los nuevos farmacos bioldgicos. Sin
embargo, el uso de estos hace que disminuya el gasto en cirugias, otras

especialidades y pruebas complementarias.

Pero este impacto econdmico no queda aqui. A la anterior cifra habria
gue sumarle los costes indirectos, es decir, pérdida de productividad,
discapacidades y muerte prematura. En la pérdida de productividad se
encuentra el llamado presentismo, es decir, la pérdida de condiciones para
desarrollar tu actividad laboral causando una pérdida a la empresa o

administracion publica sin estar de baja (Garcia y Loza, 2018).
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No se conoce la causa de la AR, pero existen muchos factores de riesgo
relacionados con su desarrollo, entre los que se incluyen la genética, el sexo o

factores ambientales como la exposicién al humo, etc. (Smolen et al, 2018).

Los factores genéticos representan un componente mayoritario. De
hecho, se estima que la herencia es un 60% como factor de riesgo para
desarrollar la enfermedad (MacGregor et al, 2000). Existen genes como los
codificantes para el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) que se
sabe a ciencia cierta que estan implicados en el desarrollo de la AR. No
obstante, se han reconocido hasta 100 genes codificantes por todo el genoma
cuyas variantes pueden llevar a la expresion de la AR. Las proteinas que se
generan a partir de ellos, podrian ser dianas terapéuticas (Okada et al, 2014).
Con la mutacién de diferentes genes se ha observado que incluso se pueden
diferenciar las artritis entre anticuerpo antipéptidos citrulinados (ACPA)-
positivas o ACPA negativas. Por ejemplo, las variantes en los genes HLA-DRB1
(cadena beta del complejo mayor de histocompatibilidad), PTPN22 (protein
tirosin fosfatasa no receptor tipo 22), BLK (linfocito B quinasa), ANKRD55
(dominio repetido anquirina-55) e IL6ST (transductor de sefial de interleucina
6) no tienen relacion con la serologia de ACPA. Por otro lado, las
modificaciones en AFF3 (miembro 3 de la familia AF4/FMR2), CD (cimulo de
diferenciacién)-28 y TNFAIP3 (proteina 3 inducida por factor de necrosis
tumoral) solo se encuentran en las artritis seropositivas a ACPA, mientras que
PRL (prolactina) y NF1A (factor nuclear 1 A) solo estan modificadas en AR

seronegativas (Viatte et al, 2012; Viatte et al, 2016).

La severidad también esta relacionada con variantes genéticas, como
por ejemplo las modificaciones de HLA-DRB1, IL2RA (cadena alfa del receptor

de interleucina 2), DKK1 (proteina relacionada con Dickkopf 1), GRZB
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(granzima B), metaloproteinasa de matriz (MMP)-9 y SPAG9 (antigeno 9
relacionado con el esperma). Ademas, se ha observado que las variantes
epigenéticas son clave en muchos pacientes con AR. La metilacion de regiones
del ADN es un mecanismo por el cual los factores ambientales pueden
producir cambios en la actividad celular. Asi, por ejemplo, el nivel de
metilacion del gen HLA-DRB1 de pacientes artriticos es mayor en fumadores

que en no fumadores (Smolen et al, 2018).

El sexo también es también un factor de riesgo importante. Las
mujeres tienen de 2 a 3 veces mas de posibilidades de desarrollar una AR (Ngo
et al, 2014). En mujeres la AR aparece normalmente a mediana edad o tras la
menopausia, mientras que en los hombres suele aparecer a edades avanzadas
y con concentraciones mas elevadas de factor reumatoide (FR) y ACPA

(Alamanos et al, 2006).

La relacidn del tabaquismo con diferentes enfermedades se conoce
desde hace mucho tiempo. En el caso de la AR se ha observado que los
fumadores de 20 cajetillas o mas al afo doblan el riesgo de padecer la
enfermedad (Sugiyama et al, 2010) y en las personas que pueden desarrollar
una artritis ACPA-positiva se llega a multiplicar el factor de riesgo por 20 si

fuman (Kallberg et al, 2011).

Otros factores relacionados con el desarrollo de la AR son la inhalacién
de particulas de silice y otros materiales, el déficit de vitamina D (Smolen et
al, 2018), las infecciones periodontales (Hajishengallis, 2015) y la obesidad

(Ljung y Rantapaa-Dahlqvist, 2016).
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1.1.3.1 Artritis reumatoide preclinica

En la mayoria de los pacientes, la AR comienza hasta 10 afios antes del
inicio de los sintomas de la enfermedad. Esta comienza con un periodo de alta
susceptibilidad basado principalmente en los factores genéticos. Esta fase de
alto riesgo se inicia con la participacion de agentes ambientales. Finalmente,
la AR se establece en aquellas personas que no son capaces de resolver este
punto (Figura 1).

Articulacién Infiltracién celular Infiltracién celular
sana inicial sin afeccion grave con artritis

I/ \/
Factores de Artritis Artritis Artritis
riesgo preclinica temprana establecida

Figura 1: Esquema general del avance de la artritis reumatoide en
sus diferentes fases
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No se sabe claramente como los factores ambientales afectan la AR. A
pesar de ello, parece ser que, por ejemplo, los agentes toxicos del tabaco son
capaces de actuar sobre las células de la mucosa y promover una conversion
post-traduccional de argininas en citrulinas en un grupo de proteinas,
incluyendo proteinas de matriz (como fibronectina, colageno, fibrindgeno o
vimentina) o proteinas intracelulares como las histonas. Este proceso de
citrulinacion estd promovido por la inducciéon de la enzima peptidil-arginina-
deaminasa por estos componentes toxicos (Makrygiannakis et al, 2008). Otro
ejemplo de agentes capaces de inducir la citrulinacion de proteinas son
algunas bacterias causantes de infecciones gingivales a través de la produccidn
directa de peptidil-arginina-deaminasa (Dissick et al, 2010) o por toxinas

capaces de inducir la enzima en neutréfilos (Konig et al, 2016).

Las células presentadoras de antigeno (CPA) presentan estos péptidos
a través del MHC mutado a los linfocitos T, que finalmente estimulan a los
linfocitos B para que produzcan anticuerpos contra proteinas propias (Figura
2), siendo el FR y los ACPA los ejemplos mds importantes de estos

autoanticuerpos (Smolen et al, 2018).

Los ACPA asi como el FR y citocinas y quimiocinas proinflamatorias se
pueden detectar hasta 10 afios antes del inicio de la enfermedad. Pero la
presencia de ACPA sola es insuficiente para causar la AR, es necesario otro
estimulo como la formacién de inmunocomplejos o la activacién del
complemento para que se inicie la sinovitis con su migracion celular y

expresion de citocinas proinflamatorias (Arendy Firestein, 2012).
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Factores de riesgo

Citrulinacion
2 N
o oee
Peptidil arginina | Peptidil citrulina
Activacion
celular

. CPA

Ui l Migracién con el antigeno

' -;,;l" b };_i ‘ Linfocito T

| TCR \'d ‘
i MHCI *«
L 1 Linfocito B

Reclutamiento leucocitario y
. s s CPA : ;
Organos linfoides respuesta inflamatoria

secundarios
# — wman
CPA

e
[ SRS |\ IL-8, quimiocinas
‘ i Destruccionde | | Daiio
‘ g cartilago y hueso articular
| ' —» |RANKL, TNFa, GM-
CSF, IL-2, IL-17

% Linfocita T

1 Y

A A __, | Anticuerpos,
» IL-6

¢ : P 1L-6, MIPs,
Articulaciones ™7 | proctagiandines.
/ RANKL

Fibroblastos

Figura 2: Esquema representativo del desarrollo de la artritis (Modificada de
Smolen, et al 2018)
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1.1.3.2 Desarrollo de la artritis temprana y
artritis establecida

El sinovio es una estructura delicada formada principalmente por
sinoviocitos fibrobldsticos y macrofagicos que forman una delgada linea que
no tiene funcién barrera. Las funciones del sinovio son varias, entre las cuales
estan la produccién de lubricante para las superficies del cartilago y el aporte
de nutrientes a sus células. La artritis temprana se caracteriza por una
inflamacién sinovial basada en una infiltracién celular mononuclear dominada
por macrofagos y linfocitos T CD4+ junto con una activacién moderada de las
células del estroma. Las vias patogénicas en el sinovio parece ser que se
establecen en los primeros estadios de la enfermedad y permanecen estables
durante el resto de la vida del paciente aunque se han descubierto algunas
diferencias (Smolen et al, 2018). Los niveles de ACPA se disparan antes de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad. Cuando ya esta establecida, las
concentraciones de los distintos anticuerpos (ACPA, FR y otros) decrecen,
siendo el FR el que en mas proporcién cae (Bohler et al, 2013). En el sinovio,
los linfocitos T presentan mayor expansion clonal durante la fase temprana de
la AR respecto a la enfermedad establecida (Klarenbeek et al, 2012). También
los patrones de metilacidn de los sinoviocitos son diferentes entre la artritis

tempranay la ya establecida (Ai et al, 2015).

1.1.33 Respuesta celular

La composicién celular responsable del proceso artritico es muy
variada y abarca a muchas células de la inmunidad innata (monocitos, células
dendriticas, mastocitos...) y de la inmunidad adquirida (linfocitos Th1, Th17,
células B y células plasmaticas). Aparte del sistema inmune, también tienen
una importante participacion en la enfermedad las células propias del sinovio.

Durante la AR se produce la activacion de los dos tipos celulares sinoviales,
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con la liberacién de citocinas proinflamatorias, prostaglandinas y leucotrienos
(Bartok y Firestein, 2010). Ademas, los sinoviocitos fibroblasticos desarrollan
un fenotipo invasivo que es responsable del dafio en el cartilago. A este tejido
aberrante e invasivo se le llama pannus. Pero no solo actua a nivel local. Los
sinoviocitos fibrobldsticos activados diseminan la enfermedad a las otras
articulaciones (Lefévre et al, 2009). Otro cambio importante asociado con la
AR es lainfiltracion celular en la cavidad sinovial. Hasta un 50% de estas células
son linfocitos T CD4+ de memoria que mantienen la enfermedad o producen
centros germinales ectdpicos donde los linfocitos B proliferan (Humby et al,
2009). En este infiltrado celular también se encuentran en gran nimero CPA,
mientras que las proporciones de neutréfilos se ven muy disminuidas. La
activacidn y cambio de fenotipo de los fibroblastos sinoviales a tejido invasivo
desemboca en la degradacion de la matriz extracelular. Esto provoca la
activacion de los condrocitos con la liberacién de mediadores catabdlicos y
osteoclastogénesis sinovial, lo que conduce a la destruccidn del cartilago y

hueso (Smolen et al, 2016).

El dafio en el hueso y cartilago articulares por la invasién sinovial es
una de las caracteristicas principales de la AR. Las células de la inmunidad
innata contribuyen al dafio articular pero los actores principales en la
degradacion de la articulacion son los sinoviocitos tipo fibroblasto, que
producen colagenasas y otras MMPs (Kiener et al, 2009). Ademas, los genes
implicados en distintas vias que participan en la AR, como la via de sefializacion
de citocinas tipo interleucina (IL)-6, se encuentran mas metilados en
sinoviocitos tipo fibroblasto de pacientes con AR que en los osteoartriticos, lo
gue lleva a pensar que los sinoviocitos artriticos tienen un fenotipo mas
agresivo (Ai et al, 2016). La destruccién ésea viene dada por la activacién de
los osteoclastos por los niveles elevados de RANKL (ligando del receptor
activador del factor nuclear kB) producido por linfocitos T, osteoblastos,

macrdfagos y sinoviocitos tipo fibroblasto (Schett and Gravallese, 2012).
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- Células del sistema inmune

Probablemente el componente mds importante en el desarrollo del
proceso artritico es la pérdida de la tolerancia de las células inmunitarias ante
los propios antigenos, es decir, el sistema inmune empieza a atacar al propio
organismo. El MHCII es la proteina a través de la cual las CPA indican a las
células efectoras los antigenos a los que deben atacar. Los alelos de MHCII con
alto riesgo de que el paciente sea seropositivo para AR son MHC-DRB1*04:01,
*04:04, *04:05 y 01:01, mientras que el alelo MHC-DRB1*03:01 representa un
riesgo medio (Wehr et al, 2019). Estas mutaciones son importantes en el
proceso de seleccion linfocitaria en el timo. Aqui, las CPA presentan los
antigenos propios a los linfocitos inmaduros a través del MHC para que los que
los reconocen entren en anergia y mueran (Huang et al 2012). Sin embargo,
en la AR estos linfocitos contra los propios antigenos sobreviven y se liberan
al torrente sanguineo y a los ganglios linfaticos iniciando el ataque contra el

propio organismo.

En un primer momento, las células dendriticas fagocitan los restos
celulares de la homeostasis en el sinovio, para migrar después a los ganglios
linfaticos y presentar estos antigenos a los linfocitos presentes. Sin embargo,
estos cuerpos apoptdticos provocan la inactivacion de las células dendriticas
por la estimulacién de la liberacion del factor de crecimiento transformante 8
(TGFP), la supresion de la maduracién de las células dendriticas, el aumento
de los linfocitos T reguladores especificos de los antigenos propios y la
disminucion de la proliferacién de los linfocitos CD8+ citotdxicos (Tc) (Wehr et
al, 2019). Durante la AR, las CPA del sinovio (macrdfagos, sinoviocitos, células
dendriticas, etc) aumentadas en numero, presentan a través del MHCII
mutado los antigenos de diferentes péptidos propios como vimentina,
agrecano o coladgeno tipo Il a las células T de memoria ya generadas por las

células dendriticas y migradas al foco inflamatorio (Yu y Langridge, 2017). Esta
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activacion provoca la liberacion masiva de mediadores inflamatorios que
producen, prologan y empeoran la inflamacién en el foco. Ademas, estas
citocinas y mediadores provocan la diferenciacion de linfocitos a sus formas
proinflamatorias, entrando asi en una retroalimentacién positiva que lleva a

la destruccion de la articulacion.

Tanto los linfocitos B como los linfocitos T son actores principales en
el desarrollo de la AR. Los primeros son responsables de la liberacidon de
anticuerpos contra distintos antigenos muy presentes en la articulacién. Y, por
otra parte, las células T son las encargadas de mantener la respuesta
inflamatoria en la articulacién. Se caracterizan por expresar el antigeno CD3,
coestimulador del receptor de células T (TCR). Los linfocitos T pueden
subdividirse en dos poblaciones principales: los linfocitos T CD4+ (Th o
cooperadores) que reconocen el MHCII y los linfocitos T citotéxicos o CD8+

capaces de reconocer el MHCI.

Los linfocitos T CD4+ pueden diferenciarse en distintos fenotipos que
secretan patrones caracteristicos de citocinas y promueven el desarrollo de la
respuesta inmune. Los principales tipos celulares implicados en la AR son Th1,
Th2,Th17,Th17 tipo Thly Treg (Tabla 1). Sin embargo, existen otros fenotipos
presentes que participan en la inmunopatogénesis pero no a nivel de los

anteriores. Estos son Th3, Th9, Th22 y linfocitos T foliculares (TF).
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Tabla 1: Principales tipos linfocitarios que participan en la artritis

INFy, IL-12,
INFy, IL-12 T-bet
TNFa, IL-2
IL-4, IL-5, IL-6,
IL-4, IL-2 GATAS3, STAT6
IL-13
IL-6, TGFB, IL-23, IL- IL-17, TNFa,
RORyT
1B INFy, GM-CSF
- IL-12 IL-17, INFy RORyT
- TGFB, IL-12 IL-10, TGFB FOXP3, FOXO1
- TNFa, INFy IL-6, TNFa -
- IL-10 IL-4, IL-10 FOXP3
Contacto célula-
IL-10 =
célula (MHCII-TCR)

Los linfocitos Th1 son el subtipo mas frecuente de las células T. Se
encargan de reaccionar ante patdgenos intracelulares y de ayudar a los
linfocitos B a producir anticuerpos. Su diferenciacion viene dada por el
estimulo de IL-12 e interferdn y (IFNy) y su proliferacion descontrolada es una

de las causas de la autoinmunidad, a través de la liberacion de mediadores

14
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como TNFa, IL-2, IL-12, linfotoxina e IFNy (Ma y Phan, 2017; Jager et al, 2009).
Por otro lado, los Th2 se encargan de favorecer la resolucién de la inflamacién
promoviendo la reparacidn de los tejidos y liberando IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13. Sin
embargo, su presencia excesiva puede llevar a enfermedades inflamatorias
crénicas. Para ello, las citocinas IL-2 e IL-4, encargadas de su diferenciacién,

deben estar sobreexpresadas (Walker y McKenzie, 2018).

Los Th17 son un subtipo de linfocitos T cooperadores cuyo papel es el
de promover la inflamacién en los tejidos, que es la caracteristica principal de
las enfermedades inflamatorias crénicas como la AR. Ejercen esta funcidn
liberando IL-17A, IL-17F, IL-21, 1L-22, TNFa, IFNy y el factor estimulador de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) a través de la activacion del
receptor nuclear huérfano yT relacionado con el receptor de dcido retinoico
(RORyT). De hecho, ratones knock out en RORyT son incapaces de producir
Th17 (lvanov et al, 2006). Las citocinas IL-6, TGFp, IL-23 e IL-1B tienen un
importante papel en la diferenciacidn de los linfocitos Th17 (Van Hamburg y
Tas, 2018). Una peculiaridad de los linfocitos Th17 descubierta recientemente
es que son capaces de transdiferenciarse en condiciones inflamatorias a Th1,
Th2 o Treg (antiinflamatorios). Durante las enfermedades inflamatorias
cronicas y mas en concreto la AR, las células transformadas en Th1 desde Th17
estan incrementadas (Bazzazi et al, 2018). Durante esta transformacion
coexiste la activacion de RORyT junto con la expresidon de Runxl y T-bet,
creando las Th17 tipo Thl capaces de secretar IL-17 e IFNy. Para la
diferenciacién a estas células es necesario que los linfocitos Th1l7 estén
sometidos a la activacion de IL-23, IL-12, IL-1B y concentraciones bajas de

TGFpB (Kamali et al, 2019).

Los linfocitos Treg también participan en la evolucién de la AR. Estos
linfocitos se encargan del mantenimiento de la tolerancia y de poner freno a

la activacion de las células inflamatorias como los otros linfocitos T. Se
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caracterizan por la expresiéon del factor de transcripcién forkhead box P3
(FOXP3) que desencadena la liberacion de IL-10 y TGFB, dos mediadores
antiinflamatorios potentes (Duggleby et al, 2018), la dependencia de IL-2, la
sobreexpresion del antigeno 4 de linfocitos T citotdxicos (CTLA-4), receptor de
membrana capaz de frenar la actividad linfocitaria T (Kondo et al, 2018), y la
liberacidon de granzimas capaces de hacer entrar en apoptosis a las células
efectoras del sistema inmune (Lu et al, 2017). Los linfocitos Treg son capaces
de inhibir la expresién de RORyT. Sin embargo, en un ambiente inflamatorio,
los linfocitos Treg son capaces de expresar RORyT e inhibir FOXP3 de tal
manera que se convierten en Th1l7 (y viceversa) (Lee et al, 2016) siendo
capaces de liberar IL-17 y TNFa, dos de las principales citocinas
proinflamatorias (Jung et al, 2019a). Este hecho da mucha importancia al

equilibrio entre células CD4+RORyT+ y células CD4+FOXP3+.

Fisiolégicamente, los linfocitos T CD8+ reconocen antigenos propios
alterados o particulas de antigenos intracelulares extrafios, como virus
presentados a través de MHCI, presente en todas las células del organismo.
Durante el proceso artritico los autoantigenos presentados en MHCI son
reconocidos como extrafios y las células son atacadas por los linfocitos T
citotdxicos. Estas células son capaces de liberar citocinas proinflamatorias
como IL-6 y TNFa, lo que les confiere un importante papel en la enfermedad.
De hecho, se ha observado una relacidn entre el nimero de Tc y los distintos
estadios de la enfermedad o durante la remisidn de los brotes, tanto en sangre
como en sinovio (Coulthard et al, 2012). Ademas de las células Treg CD4+,
existen células reguladoras CD8+, CD25+, FOXP3+, que tienen la capacidad de
inhibir in vitro la proliferacion de las células T efectoras, de manera similar o
incluso superior a las Treg CD4+. Aunque las células Treg CD8+ son menos
sensibles que las Treg CD4+ a la activacion por IL-2 in vitro, presentan una
mayor sensibilidad a esta citocina in vivo (Churlaud et al, 2015). Ademas, la

estimulacion con IL-2 provoca una expansion mucho mds elevada de estas
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células en comparacién con las CD4+ lo que les da un caracter interesante
como terapia combinada con los Treg CD4+ para enfermedades autoinmunes

(Tao et al, 2017).

Las células Treg CD8+ producen citocinas antiinflamatorias, expresan
proteinas de membrana inhibitorias, liberan enzimas citotdxicas y degradan el
ATP extracelular. Asi, su funcidon reguladora estd determinada por la
produccion de IL-10 y TGFB y la expresion de CTLA-4 en la membrana (Petrelli
y van Wijk, 2016).

La otra gran familia, los linfocitos B, desempeia un papel clave en el
progreso de la AR. La funcidn basica de estas células es la neutralizacidn, a
través de anticuerpos, de antigenos extrafios. Estos anticuerpos son capaces
de reclutar células del sistema inmune, asi como de activar el complemento
para provocar la destruccién de patégenos. En la AR estas células también
pierden la tolerancia ante antigenos propios. Se hipotetiza que la pérdida de
esta tolerancia viene dada por diferentes alelos de MHCII en las CPA, por la
hiperglicosilacién de la inmunoglobulina formadora del receptor de células B
(BCR) o por ambas a la vez (Volkov et al 2020). Esta estimulacion de los
linfocitos B con la ayuda de las células T desencadena una expansién de las
células plasmaticas y la liberacién masiva de autoanticuerpos (Scherer et al,
2018). Los anticuerpos mas estudiados son el FR y los ACPA, capaces de
inducir, a través de diferentes vias, un cambio fenotipico en las diferentes
células del sistema inmune y del sinovio. Por ejemplo, activan la proliferacion
de osteoclastos, inducen la liberacién de citocinas proinflamatorias en
macrdfagos guidndolos a un fenotipo M1 proinflamatorio y favorecen la
activacion del complemento (Dong et al, 2018; Alivernini et al, 2019) (Figura

3).
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-Condrocitos

Las articulaciones diartrodiales unen dos superficies dseas cubiertas
por un cartilago hialino que proporciona una interfaz de friccién baja. La matriz
extracelular del cartilago esta compuesta por coldgenos de tipo Il, IX y XI, que
aportan resistencia al impacto y promueven la retencién de los proteoglicanos

(Otero y Goldring, 2007).

Los condrocitos tienen una funcién homeostdatica en el cartilago y
mantienen un equilibrio estable entre la sintesis y la degradacién de los
componentes de la matriz, respondiendo rapidamente a la carga o al dafio
producido (Sherwood et al, 2014). En condiciones normales, la proliferacion
de condrocitos es limitada y la penetracién de otras células del sinovio y del
sistema inmune es escasa. Por ello, los condrocitos obtienen los nutrientes por

difusion de la superficie articular o del hueso subcondral.

La destruccién durante el proceso artritico aparece en primer lugar en
las zonas limite con el tejido aberrante llamado pannus, donde se genera el
mayor dafio al cartilago. Estas zonas son ricas en MMPs, secretadas por las

células formadoras del tejido aberrante.

Los productos de la degradacion del cartilago pueden utilizarse como
marcadores de la lesién y podrian ser autoantigenos potenciales en la
induccion y mantenimiento de la inflamacidén artritica sinovial. Ademas, esta
degradacion provoca una alteracion en los componentes de la matriz del
cartilago, que se enriquece, ademas de las MMPs, de distintas citocinas
durante la AR. IL-1B tiene la capacidad de estimular la produccion de la
mayoria de las MMPs. TNFa produce los mismos efectos que IL-1B, incluyendo
la estimulaciéon de la produccién de MMPs vy la supresidn de la sintesis de la

matriz (Otero y Goldring, 2007).
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Ambas citocinas estimulan la produccién de otras citocinas como IL-6
e IL-17. Esta ultima es un potente inductor del catabolismo de los condrocitos
por ella misma o en combinacién con las demas citocinas proinflamatorias
(Roeleveld y Koenders, 2015). Ademas, es capaz de unirse a sus receptores en
las células madres mesenquimales del cartilago artritico, inhibiendo su
potencial condrogénico, y reduciendo por tanto la capacidad de reparacion del

cartilago en la AR (Schminke et al, 2016) (Figura 3).

Ademas, de la produccion de proteinasas, IL-18 y TNFa inducen la
produccion de éxido nitrico (NO) y de prostaglandina E; (PGE,) por el aumento
de la expresidén de oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y ciclooxigenasa 2
(COX-2), respectivamente. También inducen la liberacion de la quimiocina IL-

8.

La via Wnt/B-catenina aumenta la diferenciacién de los osteoblastos y
suprime la diferenciacién de los condrocitos a partir de las células
progenitoras comunes. Durante la condrogénesis, Wnt/B-catenina actia a dos
niveles. A concentraciones bajas promueve la diferenciacién, pero a
concentracién muy elevada provoca la osificacion por diferenciacion

hipertrofica (Otero y Goldring, 2007).

En la AR, un inhibidor de la via Wnt/B-catenina, proteina relacionada
con DKK-1, se encuentra muy expresado en el sinovio inflamado, bloqueando
la diferenciacion tanto de osteoblastos como de condrocitos. Es decir, la
capacidad reparadora del cartilago y del hueso esta inhibida (Harre y Schett,
2017). Existe otro inhibidor de la via Wnt/B-catenina, esclerostina (SOST).
Tanto en la AR como en la artritis idiopdtica juvenil sus niveles estan
aumentados en suero y en sinovio. Se ha observado que su neutralizacién
mejora la pérdida dsea a nivel sistémico en la artritis inducida por coldgeno en
raton (Marenzana et al, 2013). También se ha descrito que la administracion

de anticuerpos anti-esclerostina previene la erosion ésea y la degradacion del
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cartilago en ratones transgénicos que expresan TNFa humano, sin modificar

la inflamacion articular (Chen et al, 2013)

-Osteoclastos

Los osteoclastos son células multinucleadas derivadas de la linea
hematopoyética mieloide que se encargan, junto a los osteoblastos, del
remodelado dseo. Su activacidon provoca la degradacién del hueso y en
enfermedades inflamatorias crénicas como la AR, la estimulacién de estas
células es continua y la degradacién del hueso es masiva en la zona articular

provocando invalidez funcional.

El origen de los osteoclastos es principalmente del sistema monocito-
macrdéfago. Sin embargo, no se ha dilucidado todavia la procedencia de estos
en el pannusy en el tejido sinovial. La membrana sinovial de pacientes con AR
contiene dicho tipo celular (Schett, 2007) pero también las células dendriticas,
muy presentes en la articulacién durante la AR, son capaces de diferenciarse
en osteoclastos (Rivollier et al, 2004). Ademas, se ha visto que existen zonas
fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) positivas en la médula 6sea de los
huesos subcondrales, indicando que estos osteoclastos proceden de la médula

(Bugatti et al, 2005).

La activacidn de los osteoclastos en condiciones fisioldgicas se lleva a
cabo por dos sefiales distintas: la primera se da por la activacién del receptor
RANK por su ligando endégeno RANKL, secretado por osteoblastos en funcion
de las necesidades del organismo. RANK, activado, recluta el factor 6 asociado
al receptor de TNF (TRAF6) y este, a su vez, activa los factores de transcripcion
factor nuclear kB (NF-kB) y proteina activadora 1(AP-1) (c-fos y c-jun) que
llevan a la transcripcién del gen factor nuclear de células T activadas 1

(NFATc1), indispensable para la diferenciaciéon y activacién de osteoclastos. La
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segunda via de activacion de osteoclastos se da por las distintas sefales de las
concentraciones de calcio en el organismo. A través del receptor asociado a
osteoclastos tipo inmunoglobulina (OSCAR) o el receptor gatillo expresado en
células mieloides 2 (TREM-2) activan la subunidad gamma del receptor de la
fraccion constante de inmunoglobulinas (FcRy) y la proteina activadora DNAX
de 12kDa (DAP12) que provocan la translocacion de NFATcl por su
defosforilacion. Este receptor se activa al contacto con colageno tipo | y tipo
I, los mas presentes en cartilago y hueso articular. En ambas vias la activacion
de NFATc1 provoca un ciclo de retroalimentacidn positiva sobre su propio gen,
amplificando la sefial. De esta manera, la cadena de los principales genes de
proliferacién y activacion de los osteoclastos empieza con la expresion
aumentada del receptor RANK en monocitos cuando es activado el receptor
(CSF1R) del factor estimulador de colonias de monocitos (MCSF). La activacion
de RANK lleva a la activacion de NFATcl que provoca la sobreexpresion de
OSCAR (Kim y Kim, 2016) (Figura 4). Ademds de activar la expresion de RANK
en el monocito, la activacion de CSF1R activa la via de la quinasa regulada por
sefiales extracelulares (ERK) que lleva al aumento de la proliferacidn de los
monocitos. En esta via un factor importante es MED24 (subunidad 24 del
complejo mediador) que es fosforilado por ERK y activa la transcripcion de los
genes proliferativos (Hamilton et al, 2019) que a su vez estimulan la expresion

de CSF1R.
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Figura 4: Esquema de los procesos celulares en la activacion y diferenciacion
de monocitos para transformarse en osteoclastos. PI3K= fosfoinositol-3
quinasa, PDK1=protein quinasa-1 dependiente de 3-fosfoinositida, AKT=
protein quinasa B (Modificada de Kim y Kim, 2016).

En la AR la presencia en el sinovio de diferentes citocinas
proinflamatorias liberadas durante la enfermedad lleva a la diferenciacién y
activacion de las células multinucleadas por diferentes vias aparte de las ya
descritas. TNFa junto con IL-1B e IL-6 promueven la diferenciaciéon a
osteoclastos aumentando la actividad de NF-kB, AP-1 (c-fos, c-jun) y protein
guinasas activadas por mitégeno (MAPK) y, estos, a su vez, activan NFATc1,
desencadenando la amplificacién de la sefial antes descrita. Sin embargo,
TNFa, IL-1B o IL-6 actuando individualmente no son capaces de promover esta

respuesta. Es necesaria la combinacion de varias sefiales para que se
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desarrollen los osteoclastos (Jung et al, 2019b). TNFa a concentraciones muy
altas es capaz de producir la diferenciacion de los osteoclastos pero no son
resortivos (Kobayashi et al, 2000). TNFa a menor concentracion junto con IL-6
la promueven en médula ésea independientemente de RANKL (O’Brien et al,
2016), al igual que con IL-1B (Kobayashi et al, 2000). También IL-1B e IL-6 en
presencia de concentraciones bajas de RANKL son capaces de desencadenar
la cascada hasta la activacion de NFATcl. En definitiva, la hiperproduccion de
citocinas proinflamatorias durante la AR provoca la proliferacidén excesiva de

los osteoclastos y como consecuencia la destruccidn dsea.

Durante la AR se liberan diferentes autoanticuerpos capaces de
inducir y empeorar la enfermedad. Uno de ellos son los ACPA, capaces de
unirse a la vimentina citrulinada de la membrana de los precursores de
osteoclastos y osteoclastos maduros. La unién determina la activacién celular
incluso cuando no existe inflamacién, induciendo la produccién de IL-8 por los
osteoclastos y por ende, la migraciéon leucocitaria. Por ello, se especula que el
inicio de la inflamacién articular podria estar relacionado con la activacién de
los osteoclastos por los ACPA producidos en pulmdn o intestino. Asi podria
explicarse la afectacidn articular pero no sistémica en la fase inicial de la AR
(Krishnamurthy et al, 2016). La presencia de IL-8 en la articulacion provoca la
migracion de neutrdfilos capaces de estimular la respuesta inflamatoria en la

zona a través de la liberacidn de citocinas proinflamatorias.

No obstante, el mantenimiento y retroalimentacion de la enfermedad
inflamatoria en la AR no podria ocurrir sin la implicacion de los linfocitos T,
capaces de modificar el contexto inflamatorio a través de las citocinas
liberadas por sus diferentes poblaciones. Este ambiente inflamatorio afecta la
diferenciacién de los osteoclastos. El IFNy, secretado principalmente por los
linfocitos Th1 es capaz de suprimir la diferenciacién a osteoclastos a través de

la degradacion de TRAF6 y el bloqueo de la expresidn de catepsina K (Pang et
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al, 2005). Por otro lado, la citocina mas caracteristica de los linfocitos Th2, IL-
4, activa el receptor activado por proliferadores de peroxisomas y (PPARy) y el
transductor de sefal y activador de la transcripcion 6 (STAT6) provocando la
supresion de la diferenciacion de los osteoclastos (Abu-Amer, 2001; Bendixen
et al, 2001). Pero no son los Unicos linfocitos capaces de bloquear la
diferenciacién de los osteoclastos, ya que los linfocitos T reguladores la
bloquean por contacto directo via CTLA-4 y no a través de IL-10 y TGFp (Zaiss
et al, 2007). Sin embargo, otros tipos de linfocitos pueden promover la
diferenciacion osteoclastica. De esta forma, los linfocitos Th17, a través de la
produccion de IL-17, IL-21 e IL-22, son causantes directos de |la degradacion

del hueso durante la AR (Kim et al, 2015).

-Osteoblastos

Las células formadoras de hueso son los osteoblastos y se originan a
partir de las células madre mesenquimales. Los progenitores de osteoblastos
expresan dos factores de transcripcion clave: Runx2 y osterix (Komori, 2018;
Wang et al, 2016). Una de las vias mas importantes en la diferenciacion de
estas células es la via candnica de Wnt/B-catenina. Durante su maduracion,

los osteoblastos ganan la capacidad de formar matriz ésea y su mineralizacion.

Los osteoblastos maduros, junto con otras células, liberan
osteoprotegerina (OPG), un receptor soluble de RANKL, que impide que se una
a su receptor RANK y asi provocan la inhibicién de los osteoclastos. Durante la
AR el ratio RANKL/OPG se dispara, induciendo la degradacidn pronunciada del
hueso (Van Tuyl et al, 2010).

La via Wnt/B-catenina se activa por los ligandos Wnt y promueve la
transcripcion de los genes de diferenciacion y maduracion de los osteoblastos,

favoreciendo asi la formacidn del hueso. Para regular esta via existen 3 tipos
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de antagonistas enddgenos principales: DKK-1, SOSTy la familia de proteinas
frizzled (FRPs). El receptor de los ligandos Wnt es el LRP5/6. DKK-1 se une a los
dominios BP1, BP3 y kremens provocando la internalizacién del receptor.
Esclerostina se une a la subunidad BP1 compitiendo con los ligandos Wnt. Y
finalmente, las proteinas FRPs actian como receptores solubles de Wnt
produciendo su inactivacién (Maeda et al, 2019). Durante la AR hay un
aumento de la expresion de estos inhibidores tanto en el sinovio como en

suero, provocando que la formacion del hueso quede inhibida.

Ademas de esta via, las diferentes citocinas liberadas durante la AR
son capaces de producir la deplecidn de los osteoblastos. TNFa disminuye la
expresion de Runx2 y osteocalcina (OC) en los osteoblastos maduros
contribuyendo a la inhibicién de la diferenciacidn de los pre-osteoblastos. IL-
1B disminuye la produccion de fosfatasa alcalina y colageno tipo Il lo que lleva
a una disminuciéon de la densidad 6sea. IL-17 actua en los fibroblastos
articulares y en los osteoblastos induciendo la expresidon de RANKL y de PGE;,
lo que determina la activacidn de los osteoclastos (Shim et al, 2018). Por su
parte, IL-6 inhibe las proteinas morfogénicas 6seas BMP-2 y BMP-7, asi como

la diferenciacion de los osteoblastos (Panagopoulos y Lambrou, 2018).

El desequilibrio en el ratio RANKL/OPG, la alteracién de la via Wnt/B-
catenina y la accion de las diferentes citocinas en el osteoblasto y en el
osteoclasto provocan la desmineralizacion del hueso subcondral y la pérdida

de la funcionalidad de las articulaciones durante la AR (Figura 3).
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1.1.3.4 Citocinas y mediadores implicados

Las células del sistema inmune tienen la necesidad de estar en
continuo contacto y comunicacién a través de diversas senales capaces de
activar diferentes tipos de respuesta segun la necesidad del momento. A estos
mediadores se les Ilama citocinas y cuando se produce la desregulacién de su
equilibrio durante la AR son capaces de agravar la patologia de la enfermedad.
En este sentido, existen citocinas proinflamatorias, que empeoraran los
sintomas de la enfermedad y citocinas antiinflamatorias, cuyo aumento
llevard a la mejoria de esta. No obstante, diferentes citocinas pueden actuar

de diversas formas segun la enfermedad.
-Citocinas proinflamatorias

Durante la AR existe un desequilibrio de la inmunidad que dirige la
respuesta a través de citocinas hacia un caracter proinflamatorio. Asi, las
principales citocinas proinflamatorias que se ven aumentadas son IL-1B y
TNFa. La primera es capaz de aumentar la liberacion de citocinas fibroblasticas
y monociticas, asi como MMPs, especies oxigenadas o nitrogenadas reactivas
y prostaglandinas (Mclnnes y Schett, 2007). EI TNFa dirige la activacion de
leucocitos, su migracién y adhesion, la activacion endotelial y angiogénesis y
provoca la disminucién de la sintesis de colageno (Mclnnes et al, 2016). IL-6
también tiene un importante papel, aumentando la proliferacién de linfocitos
B y la liberacién de anticuerpos, asi como la diferenciacidn, proliferacién y
citotoxicidad de los linfocitos T (Mclnnes y Schett, 2007). Ademas, IL-6 es
capaz de provocar los mismos efectos en el sinovio que los inducidos por TNFa
y es la citocina que guia la fase aguda de la AR (Mclnnes et al, 2016). La IL-17
tiene un papel fundamental en la patologia de la enfermedad. Liberada por los
linfocitos Th17 al ser estimulados por IL-23, aumenta la liberacion de las

demas citocinas proinflamatorias por los linfocitos y las células residentes del
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sinovio. También favorece la osteoclastogénesis y disminuye la sintesis de
colageno. Por otro lado, el IFNy (tipo Il) es liberado por los linfocitos T CD4+ y

por las células “natural killer” (NK) y provoca el aumento de la fagocitosis.

Ademas de las citocinas que afectan de forma amplia a la mayoria de
las células implicadas en la enfermedad, existen algunas que van dirigidas a
tipos celulares concretos. Una de ellas es RANKL, que es liberada por los
linfocitos T, osteoblastos y células sinoviales. RANKL induce la diferenciaciény
la activacion de los osteoclastos y estimula, asi, la resorcién dsea (Mclnnes y
Schett, 2011). También es necesaria la participaciéon de GM-CSF para la
diferenciacién osteoclastica a partir de monocitos. Durante la AR este factor
estd aumentado, provocando la diferenciacién excesiva de este tipo celular a
perfiles proinflamatorios y, en presencia de RANKL, a osteoclastos (Mclnnes y

Schett, 2007).

Finalmente, existen otros factores que fomentan el aumento de la
inflamacién local como es el caso de la quimiocina IL-8, que es liberada por las
células de la inmunidad innata y es un potente factor quimiotdactico de
neutrdfilos. IL-8 favorece la expresidon de moléculas de adhesién y estimula la
angiogénesis. Ademas de IL-8, el factor de crecimiento vascular endotelial
tiene un importante papel en la formacién de nuevos vasos en el sinovio y

también aumenta la permeabilidad vascular (Maruotti et al, 2006).
-Citocinas antiinflamatorias

En situaciones fisioldgicas las citocinas antiinflamatorias o
inmunomoduladoras contrarrestan los efectos de las proinflamatorias para
controlar la inflamacién y, en dltimo término, favorecer la resolucion del
proceso. Sin embargo, en una enfermedad crénica como es la AR la produccién

de estos mediadores es insuficiente para controlar la inflamacidon masiva.
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La IL-4 es una potente citocina antiartritica liberada por los linfocitos
Th2. Es capaz de suprimir la degradacion del cartilago articular, asi como, la
osteoclastogénesis. Ademas, disminuye la liberacién de IL-1B y TNFa de los
macrofagos sinoviales. Por otro lado, la citocina inmunomoduladora por
excelencia es la IL-10 que, liberada por los linfocitos Treg CD4+, Treg CD8+, B
reguladores (Breg) y macréfagos M2, es capaz de bloquear la respuesta
inflamatoria. Ambas citocinas se encuentran sobreexpresadas durante la
enfermedad articular sin que se sepa claramente por qué. Sin embargo, no son
capaces de bloquear la respuesta inflamatoria. Finalmente, TGFP promueve la

diferenciacidn de Treg junto a IL-10 (Chen et al, 2019) (Tabla 2).
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Tabla 2: Células secretoras e implicacion de diferentes citocinas en la AR

Monocitos, linfocitos B, Aumento de la liberacion de citocinas,
sinoviocitos fibroblasticos y quimiocinas, enzimas degradativas y otros
condrocitos mediadores por monocitos y fibroblastos

Aumento de la liberaciéon de citocinas,
quimiocinas, enzimas degradativas y otros
mediadores por monocitos y fibroblastos.

Aumento del estrés oxidativo por
polimorfonucleares

Monocitos, linfocitos T,
linfocitos B, NK,
polimorfonucleares, mastocitos,
fibroblastos y osteoblastos

Estimula la degradacion ésea a través de
la diferenciacion y activacion de los osteoclastos.
Modula la interaccién entre linfocitos T y células

dendriticas

Osteoblastos, linfocitos T

Aumenta la liberacion de citocinas y
MMPs por los sinoviocitos. Estimula la
osteoclastogénesis. Aumenta la liberacién de
citocinas proinflamatorias por leucocitos.
Disminuye la sintesis de colageno por condrocitos

Th17, fibroblastos
sinoviales

Macréfagos y células

- Proliferacion de Th17
dendriticas

Monocitos, Treg, Disminuye la activacion de células T,
linfocitos B, células dendriticas y células dendriticas, fibroblastos sinoviales y
células epiteliales provoca cambio de isotipo de células B.

Aumenta la proliferacién de células B y
Monocitos, fibroblastos
T. Estimula la liberacion de anticuerpos y aumenta
sinoviales, linfocitosBy T
la diferenciacion y citotoxicidad de los linfocitos T

Monocitos, linfocitos T,
Activacion de la inflamacién y posterior
plaguetas y sinoviocitos
resolucion
fibroblasticos
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La farmacoterapia actual de la AR esta basada en la estrategia “Treat-
to-target”. Esta estrategia propone como meta terapéutica la remision clinica
de la enfermedad o un estado de bajo nivel de actividad clinica. Se hace una
evaluacién del paciente en cada visita médica y, segun si se ha llegado a un

objetivo o no, se ajusta o cambia el tratamiento (Cardiel, 2013).

Para evaluar la progresién o remision de la AR, la Liga Europea Contra
el Reumatismo (EULAR) junto con el Colegio Americano de Reumatologia
(ACR) proponen dos indices para medir esta remision: el indice clinico de la
actividad de la enfermedad (CDAI) e indice simplificado de la actividad de la
enfermedad (SDAI). Ambos son la suma de ciertas variables y puntuaciones.
Asi, el objetivo de los profesionales sanitarios es conseguir la remisién de la
enfermedad o, al menos, una baja actividad. Las cifras para considerar que se
ha conseguido la meta son <2,8 para CDAI o <3,3 para SDAI. Cualquier
tratamiento debe conseguir, al menos, el 50% de la disminucidn de la actividad
en los 3 primeros meses (Smolen et al, 2018) y el objetivo en maximo 6 meses
(Smolen et al, 2020). Si no se llega al primer 50% de disminucidn de la
actividad, es muy improbable que se llegue al objetivo final en los 6 meses por

lo que es recomendable cambiar el tratamiento (Aletaha et al, 2016).

Desde 2014 se propuso cambiar la nomenclatura de los grupos de
farmacos para la terapia de la AR. Smolen y colaboradores reunieron todos los
farmacos en la gran familia de farmacos antirreumaticos modificadores de la
enfermedad (DMARDs) menos los GC y AINEs. Los DMARDs los clasifican en
sintéticos y bioldgicos. Los primeros, a su vez se subdividen en convencionales

(csDMARDs) y en dirigidos (tsDMARDs). Los segundos se agrupan en dos
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grupos: derivados bioldgicos originales (boDMARDs) y biosimilares

(bsDMARDs) (Smolen et al, 2014).

En el grupo de los csDMARDs se encuentran el metotrexato (MTX),
leflunomida, sulfasalazina e hidroxicloroquina. En los tsDMARDs podemos
distinguir los inhibidores de las JAK (Janus quinasas) baricitinib, tofacitinib y
upadacitinib. Seguidamente, los boDMARDS incluyen los inhibidores del TNFa
adalimumab, certolizumab, etanercept, golimumab e infliximab; los
inhibidores del receptor del IL-6 sarilumab y tocilizumab; los inhibidores de la
coestimulaciéon de linfocitos como el abatacept; y el rituximab como
bloqueante de CD20 en linfocitos B. Finalmente, los bsDMARDS engloban
adalimumab, etanercept, infliximab que, a la vez, son boDMARDS. Todos los

bioldgicos se consideran bDMARDs (Tabla 3) (Smolen et al, 2020).

El tratamiento debe iniciarse tan pronto como se diagnostique la
enfermedad y con el objetivo de reducir la actividad de la enfermedad al
maximo. Se monitoriza al paciente con visitas cada 1 a 3 meses. En el caso de
gue no se alcance el objetivo a los 6 meses, hay que cambiar el tratamiento.
El tratamiento para la AR hay que iniciarlo siempre con MTX si no hay
contraindicaciones. La dosis se aumenta 0,3 mg/kg cada semana durante 4-6
semanas para conseguir una mayor tolerancia hasta conseguir 20-25 mg por
semana (Gaujoux-Viala et al, 2017). En el caso de que haya contraindicaciones
para el MTX se utilizara en su lugar leflunomida o sulfasalazina, reservando la
hidroxicloroquina para casos leves de la enfermedad. Junto con uno de estos
farmacos se recomienda administrar GC cuya dosis debe retirarse poco a poco
alavez que se aumenta la de los csDMARDs. En el caso de que no se alcancen
los objetivos con el primer tratamiento, pero no haya una mala prognosis,

puede considerarse el uso de otro csDMARD.
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Tabla 3: Clasificacidn de los farmacos utilizados para el tratamiento de la AR

Convencionales Dirigidos
MTX Baricitinib Derivados biolégicos originales:
Leflunomida Tofacitinib - Inhibidores de TNF:
Adalimumab,
Sulfasalazina Upadacitinib Certolizumab,

Etanercept, Golimumab

Hidroxicloroquina e Infliximab

- Bloqueantes del
receptor de IL-6:

Sarilumab y Tocilizumab

- Inhibidores de la
coestimulacion de

linfocitos: Abatacept
= Anti-CD20: Rituximab

Biosimilares: Adalimumab,

Etanercept, Infliximab, Rituximab

En el caso de que la prognosis sea mala hay que considerar el inicio de
tratamiento con tsDMARDS o bDMARDs poniendo por delante el uso de los
primeros ya que, administrados junto con MTX, se han visto que son mas
eficaces que el adalimumab con MTX (Taylor et al, 2017; Fleischmann et al,
2019). No obstante, se han observado reacciones adversas en forma de

tromboembolismo pulmonar en pacientes con tsDMARDs por lo que hay que
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ir con mucho cuidado con los pacientes con riesgo de eventos trombéticos. Se
ha observado también que el uso concomitante de MTX con tsDMARDs o
bDMARDs aumenta la eficacia de los DMARDs (Maini et al, 1998) por lo que
esta estrategia es muy recomendable ya que estos efectos se observan a dosis
de MTX de 10 mg/semana (Burmester et al, 2015). En el caso de que el
tratamiento no funcionara, debe sustituirse el farmaco utilizado hasta el
momento por otro DMARD con diferente mecanismo de accién entre los
tsDMARD o bDMARD. Finalmente, en el caso de que se consiga el objetivo,
durante el primer tratamiento con GC, estos pueden ser retirados
progresivamente y si se mantienen los objetivos, se puede considerar la
retirada progresiva de los DMARDS. Por todo ello el tratamiento elegido debe
ser una consideracidon entre eficacia, coste y seguridad y se realizard de

manera individual (Smolen et al, 2020) (Figura 5).
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Figura 5: Algoritmo terapéutico para el tratamiento de la AR (Modificada
de Smolen et al, 2020)

Realmente, en la actualidad, no existe ninglin tratamiento capaz de curar
la AR. Los tratamientos empleados se basan en disminuir la inflamacidon
sinovial para evitar o disminuir el dafo en la articulacion y se le da mucha

importancia al diagndstico precoz para tener una buena prognosis, hasta el
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punto de que se estd estudiando el uso de los farmacos antiartriticos como
prevencion ante una posible AR y asi evitar la degradacion articular que ya no
se recupera (Smolen et al, 2018). Sin embargo, parece ser que el tnico farmaco
capaz de prevenir el desarrollo de la AR en parte de la poblacién es el
metotrexato, solo (van Aken et al, 2014) o en combinacién con infliximab
(Stamm et al, 2018). Por ello, y porque no todos los pacientes son
respondedores a las terapias actuales (Smolen et al, 2016), es necesario seguir
investigando tanto en la busqueda de nuevas dianas, farmacos y estrategias
terapéuticas que frenen el avance de la enfermedad e incluso que pudieran

revertir el daifo ya provocado a nivel articular.

La historia de PTHrp se remonta a 1941 cuando se observé que los
pacientes oncoldgicos presentaban niveles de calcemia muy elevados y niveles
de fosfatemia muy disminuidos. Esto fue asociado a que los tumores
producian PTH, ya que cursaba con los signos de hiperparatiroidismo. Sin
embargo, con el avance de las técnicas de deteccién se determind que los
niveles de paratohormona (PTH) eran normales, y ademas, se vio por
inmunohistoquimica que estos tumores eran negativos a PTH pero favorecian
la resorcion dsea. Mas adelante se observé que la actividad similar a PTH
liberada por los tumores in vitro era inhibida por antagonistas de PTH, de tal
forma que los tumores liberaban una molécula capaz de activar los receptores
PTH, pero no era PTH (Martin, 2016). Asi, se le asigné el nombre de péptido
relacionado con PTH (PTHrP).

Con el paso de los afos se secuenciaron PTH y PTHrP y se pudo observar
gue tenian homologia en la region N-terminal 1-34. También se determind que
la regidon N-terminal 1-13 estaba relacionada con la activacién del receptor de

paratohormona 1 (PTH1R) y la 29-34 era imprescindible para su union (Esbrit
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y Alcaraz, 2013). De aqui los efectos homdlogos de PTH y PTHrp. Ademas, se
observé que esta proteina estaba presente en muchos tejidos, lo que indicaba
que deberia tener otras funciones aparte de las derivadas de la activacién del
receptor de PTH a nivel éseo. Se continuaron haciendo estudios y se pudo ver
que la region C-terminal, mas en concreto la 107-139, reducia la actividad de
los osteoclastos y aumentaba la de los osteoblastos. Finalmente, se observé
gue este efecto estaba provocado por la region 107-111, a la que se le llamé

osteostatina (OT) (Martin, 2016).

Es importante destacar que osteostatina es invariable en las especies
animales mas cercanas a los humanos, por lo que podria ser una terapia bien

tolerada en humanos después de los estudios en animales (Martin, 2016).

La AR se caracteriza por una alteracion importante en la homeostasis del
hueso derivando a ésta hacia la resorcién ésea (Scholtysek et al, 2012). La
presencia de altas concentraciones de PTHrP en las articulaciones de pacientes
artriticos hace pensar que esta proteina participa en la regulacidon de las
diferentes células articulares como condrocitos, osteoblastos o linfocitos

(Kohno et al, 1997).

Los péptidos derivados de PTHrP han sido estudiados para el posible
tratamiento de enfermedades en las que existe un catabolismo del hueso. De
esta manera, por ejemplo, abaloparatida o PTHrP(1-34) humana ha sido
aprobada por la FDA ya que se ha observado que disminuye el riesgo de
fractura en mujeres post-menopdusicas con riesgo de fractura grave por
osteoporosis (Leder et al, 2020). No obstante, podria ser que la actividad de
PTHrP no estuviera restringida al fragmento N-terminal, sino que también la
presentara el C-terminal. De hecho, en estudios con ratones se ha visto que la

administracion subcutdnea de PTHrP (107-139) (C-terminal) durante 2-4
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semanas es capaz de reducir la pérdida de masa dsea en animales
ovariectomizados (De Castro et al, 2012), con tratamiento de GC (De Castro et
al, 2009) o en modelos de osteopenia inducida por diabetes (Lozano et al,

2011).

Fue en 1999 cuando la OT se patentd como molécula capaz de inhibir la
osteoclastogénesis (Kemp et al, 1999). Asi, OT (PTHrP (107-111)), péptido
formado por treonina-arginina-serina-alanina-triptéfano (Figura 6), ha sido
ensayado en implantes cargados con el péptido y ha demostrado tener
propiedades osteogénicas (Ardura et al, 2016; Lozano et al, 2010) e incluso es
capaz de potenciar algunas terapias para aumentar la formacion de hueso
(Lozano et al, 2012) y se ha patentado su uso en artrosis por sus propiedades
antihipertréficas en condrocitos (Esbrit et al, 2017). Ademas, se ha observado
gue su administracion en modelos de retraso de crecimiento en ratones palia
los efectos en el hueso (Rodriguez-de la Rosa et al, 2014). Recientemente,
estudios in vitro han demostrado que en ambientes proinflamatorios es capaz
de reducir la senescencia de osteoblastos, la produccion de metabolitos
proinflamatorios como IL-6, PGE; y TNFa, la activacion de la via NF-kB (Platas
et al, 2016) y el estrés oxidativo (Portal-Nufiez et al, 2018). A pesar de estos
estudios, todavia no se ha determinado si este péptido es capaz de controlar

las condiciones inflamatorias articulares.

Hmﬁ/r\m2
NH
g 0 . OH
HA, H
N “ N0
H o

OH ~ "NH

Figura 6: Estructura molecular de osteostatina (OT)
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2. OBJETIVOS

La artritis reumatoide es una de las enfermedades autoinmunes
inflamatorias con mds prevalencia a nivel mundial. Sus manifestaciones
articulares causan molestias, dolor, deformaciones e incapacidad, lo que lleva
a un impacto personal y econémico importante en la sociedad. A pesar de la
bateria de tratamientos actuales entre los que se incluyen los nuevos farmacos
bioldgicos que consigue mejorar la calidad de vida de los pacientes, ninguno
es capaz de parar el avance de la enfermedad y, ademas, carecen de la
capacidad de recuperar la degradacién producida en las articulaciones. Es por
ello que es necesario continuar investigando en esta enfermedad y sus

posibles tratamientos.

La respuesta inflamatoria e inmune desregulada y la afectacion de los
diferentes tejidos articulares hacen necesaria una actuacién conjunta a todos
estos niveles para lograr una alternativa terapéutica eficaz. En estudios
previos, el péptido OT ha demostrado propiedades osteogénicas vy
antiosteoclasticas. También es capaz de disminuir la liberacién de mediadores
inflamatorios en osteoblastos y de ejercer efectos antihipertréficos en
condrocitos. Todo ello sugiere su posible capacidad de mejorar los signos y
sintomas de una enfermedad articular que engloba ademas de alteraciones
del sistema inmune, la respuesta inflamatoria y la degradacién condral y ésea.
En la presente Tesis Doctoral se han empleado el modelo animal de artritis
inducida por colageno (CIA) y ensayos in vitro con células humanas para
determinar los efectos de OT en una serie de procesos determinantes para la

patologia de la artritis reumatoide.
Asi pues, los objetivos de esta Tesis Doctoral son:

- Estudiar el efecto de OT en el modelo CIA de artritis reumatoide.
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Determinar si este péptido puede controlar las respuestas inmune e
inflamatoria en dicho modelo y si posee un efecto inmunomodulador
en linfocitos humanos.

Establecer la capacidad de OT de reducir la degradacién ésea in vivo
durante la artritis del modelo CIA, asi como su actividad

antiosteoclastogénica en células humanas.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Artritis inducida por colageno (CIA) en
raton

3.1.1 Animales

Se usaron ratones DBA/1 machos (Janvier, Le Genest-Saint-Isle,
Francia) de entre 10 y 12 semanas (20-25 g) para todos los experimentos. Los
ratones se estabularon en cajas de plastico (4 ratones por caja) con virutas de
madera como cama y en sala silenciosa con 12h de luz y 12h de oscuridad. La
temperatura se mantuvo constante en 22+ 12C. Todos los animales tuvieron
agua y comida ad libitum. Todos los experimentos se realizaron en
concordancia con los estandares europeos de regulacion para el manejo de
animales de laboratorio (Directiva 2010/63/EU y R. D. 53/2013 para Espafia).
El Comité de Etica de Experimentacién Animal de la Universidad de Valencia

aprobo los protocolos (ANEXOS).
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3.1.2 Protocolo experimental

Para lainduccién de la artritis se administré una emulsién formada por
colageno bovino tipo Il (2 mg/ml) y adyuvante completo de Freund (BD,
Franklin Lakes, New Jersey, EEUU) con Mycobacterium tuberculosis inactivado
(BD), en la base de la cola por via subcutdnea. A dia 0, los ratones fueron
inmunizados con 100 pl de la emulsién en la base de la cola. A dia 21, se
inyectd via intraperitoneal una solucion de colageno tipo Il (2 mg/ml, 100 p).
Se disolvio el colageno tipo Il en suero fisiolégico estéril (Figura 7) (Ferrandiz

et al, 2008).

Grupos
: - Naive (SF)
- Control (SF)
- OT 40 pg/Kg/dia
- OT 80 pg/Kg/dia
- OT 120 pg/Kg/dia
Ratdn naive Ratdn artritico

¢« O s 13 dias de tratamiento
CA_“ s ¢ (100uL/dia subcutaneo) — N)vﬂ

Dia0 Dia 21 Puntuacién y peso (cada 2 dias) Dia 40
12 inmunizacion 22 inmunizacion Sacrificio
| } : |
Cll + FCA en la base de la cola Clli.p sangre, patas vy

ganglios linfaticos

Figura 7: Esquema del CIA. Cll = coldgeno tipo 2, FCA = adyuvante completo
de Freund, SF = suero fisioldgico.

La artritis se manifiesta por la aparicion de edema en las
extremidades, tanto delanteras como traseras, que llega a afectar a diferentes
zonas de las patas, incluyendo los compartimentos del tobillo. En estadios
posteriores aparece enrojecimiento severo asi como ulceras y deformacién de

las extremidades.
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Los ratones se repartieron aleatoriamente en los siguientes grupos
experimentales: grupo naive, el cual no recibié ninguna inmunizacion (n=8); el
grupo control, que se inmunizé pero no recibié tratamiento alguno (n=12);
0T80, en el cual fueron inmunizados y recibieron la dosis de 80 pg/kg/dia de
OT (Bachem AG, Bubendorf, Suiza) en suero fisioldgico (n=12); y OT120 los
ratones que recibieron la dosis de 120 pg/kg/dia (n=12). La dosis y frecuencia
de administracidn se seleccionaron en experimentos piloto previos y se

administro OT via subcutanea.

Tras el inicio de la enfermedad (dia 28), se les administro a los ratones

tratados dosis diarias de 100ul de farmaco mientras que a los grupos naive y

control se le administré 100ul de suero fisioldgico estéril. Este tratamiento se
mantuvo durante 13 dias. El dia 40 los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical sacandoles previamente sangre del plexo retroorbital. Se
extrajeron los ganglios linfaticos y las patas fueron quirdrgicamente
seccionadas. Las patas traseras se procesaron para analisis histolégico y un

grupo de estas se homogeneizé para medir mediadores inflamatorios. Las

patas delanteras se utilizaron para medir densidad ésea por rayos X.

La inflamacidn de las articulaciones se valoré visualmente pata a pata
en una escala de 0-2 en funcidn de la inflamacién sufrida. 0 se considerd no
inflamado, 1 inflamacién suave, 1,5 inflamacion marcada y 2 inflamacidn
severa. Esta escala esta hecha en base a los cambios en rubor, inflamacién y

ulceracidn de las patas. La valoracion se realizé cada dia por dos observadores
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entrenados e independientes del experimento. Estos, ademads, eran ciegos al
grupo experimental. El peso de los ratones también se evalud para controlar

su evolucion.

Los tobillos se mantuvieron en paraformaldehido 4% en tampdn
fosfato salino (PBS) pH 7,4 durante 3 semanas. Pasado este tiempo, se
descalcificaron con Osteosoft ® (MercK KGaA, Darmstadt, Alemania) durante
4 semanas. Las extremidades fueron deshidratadas y embebidas en parafina.
Una vez endurecida, se hicieron secciones laterales del tejido (7 um) con
micrétomo Leica y se montaron en portaobjetos SuperFrost (Menzel-
Glaser/Thermofisher Scientific Inc, Waltham, MA, EEUU). Para determinar el
grado de degradacion articular se realizaron 3 tinciones: Hematoxilina- eosina,
para estudiar la inflamacién; Safranina O- Fast Green, para determinar la

deplecion del cartilago; y tincion TRAP, para evaluar la actividad osteoclastica.

La severidad de la inflamacidn se midié observando la migracién celular
en los cortes tefiidos con Hematoxilina-eosina con la siguiente escala: 0
cuando no existen células infiltradas en la articulacion, 1 cuando existe una
migracion ligera, 2 para una infiltracién moderada y 3 cuando la migraciéon

celular ha sido masiva.

La deplecidn del proteoglicano se analizé mediante el uso de una escala
de 0 a 3 en funcidn de la intensidad de la tincidn de safranina O que se une al
proteoglicano del cartilago articular. La puntuacion de O corresponde a la
tincién maximay 3 a la tincién minima que corresponde a la deplecién maxima
de proteoglicano. La erosidn del cartilago se determind también con una
escala de 0 a 3 donde Oimplica un cartilago normal y 3 la degradacion total de

éste. La muerte de condrocitos se evalué contando los huecos formados por
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la muerte celular. Para determinar la erosidon dsea se realizd la tincién TRAP
que detecta la actividad de la enzima TRAP presente en osteoclastos y liberada

por estos.

Todas las medidas se realizaron por dos observadores independientes
al experimento. La medida es la media de 3 cortes de cada ratdn. Estos cortes
se analizaron con el microscopio DM IL LED (Leica®, Wetzlar, Alemania) y las

imagenes se tomaron con la camara Leica® DFC 450 C.

3.1.5.1 Tincidn TRAP

Mediante esta tincion los osteoclastos se tifien de violeta y el resto
de tejido dseo se teiira de verde azulado. Para llevarla a cabo se prepararon

las siguientes soluciones y se sigui6 el protocolo abajo descrito.

1. MEDIO DE INCUBACION BASICO TRAP

Acetato de Sodio Anhidro.......cccoeevevivneecnnnes 92¢g
Acido tartarico (tartrato)........ccceceeceevsverneeen. 11,4 8
Acido Acético Glacial......ooeeeeeeceeeeeeeeeeeereeenn, 2,8 ml
Agua destilada.......cccveeveiveiveee s 950 ml

Disolver todo lo anterior y ajustar el pH a 4,7-5 con 5M de NaOH o con mas

acido Acético Glacial (para aumentar o disminuir el pH).

2. 5M NaOH
Hidréxido Sddico lentejas......ccucueeeevevenene. 50g
Agua destilada.......ccccveeeeeveiieee e, 250 ml
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3. Mezcla Sustrato Fosfato Naftol AS-MX

Naftol AS-MX Fosfato (almacenado a -202C).............c........ 20 mg

Agua destilada ......cceveee e 1ml

4. Solucidn Tincion TRAP

Medio de incubacion basico TRAP........ccccevvvveeevcevcneennene 200 ml
Fast Red Violet LB SQlt...........ueeveieeneeeeeseee e cesievnes 120 mg
Mezcla Sustrato FOSfato ......cccovvviivviiciceicice s 1ml

5. 0,02% Fast Green

|0 Y Y =2 =1 ¢ I RSP PP 0,05g
Agua destilada.......ccccveiviiveiiee e e s 250 ml

1) Poner Solucidn Tincién TRAP a 379C en un bafio de agua.
2) Rehidratacion de las muestras con gradiente decreciente de etanol
acabando en PBS.
3) Poner en los portaobjetos la Solucion de Tincién pre- calentada a
372C durante 2 horas.
4) Sumergir en agua destilada.
5) Cubrir con 0,02% Fast Green durante 2 minutos y sumergir
rapidamente en agua destilada.
6) Deshidratar:

e EtOH 70%

e EtOH96%

e EtOH 100%

e Xileno

e Xileno
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Pero sumergiendo brevemente en cada cubeta (5 segundos cada
una).

7) Tras deshidratar procedemos a montar los portaobjetos con un
medio de montaje no acuoso DPX (Panreac, Barcelona, Espafia). Se

oberva al microscopio.

3.1.5.2 Tincidn Safranina-O

Esta tincion la empleamos para la visualizacién del cartilago. La safranina tifie

de rojo el cartilago y las zonas de crecimiento del hueso. Asi:

1) Se desparafina y rehidrata con un gradiente decreciente de

concentraciones de alcohol y acabando en PBS.
2) Los cortes se limpian con agua ultrapura.

3) Se tifien los cortes con safranina O 0,1% en agua ultrapura (5

minutos).
4) Se limpian con agua ultrapura.

5) Seguidamente, se procede a la deshidratacion secuencial de las
muestras con un gradiente creciente de etanol, finalizando con

xileno:

e Enjuague en etanol 50%.

e Etanol 70% durante 2 minutos.
e Etanol 96% durante 2 minutos.
e Etanol 100% durante 2 minutos.
e Xileno durante 2 minutos.

e Xileno durante 2 minutos.
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6) Se montan los cubreobjetos sobre los portaobjetos con medio de

montaje no acuoso DPXy se observan en el microscopio.

3.1.5.3 Tincidn Hematoxilina-Eosina

La tincidn hematoxilina/eosina es una tincidon que nos permite tener una
vision general de los cortes al microscopio. Con ella se consigue tefiir los
nucleos de las células de color azul/purpura gracias a la hematoxilina y el

citoplasma de color rosaceo. El protocolo de tincion seguido fue el siguiente:

1) Los cortes de 7 um obtenidos son desparafinados con xileno y
rehidratados siguiendo un gradiente decreciente de etanol:
e Xileno (5 minutos).
e Xileno (5 minutos).
e Etanol 100% (5 minutos).
e Etanol 96% (5 minutos).
e Etanol 70% (5 minutos).

e Etanol 50% (5 minutos).

2) Sesumerge en Hematoxilina de Harris durante 1 minuto (Merck).
3) Selava con agua corriente los distintos portaobjetos.

4) Se sumerge rapidamente en solucién de diferenciacion (0,25 ml

de HCI concentrado + 100 ml etanol 70%).
5) Se lava con agua corriente los portaobjetos.

6) Se sumerge en solucién de Eosina (Eosina % en Etanol 95%)

durante 1 minuto y medio (Merck).

7) Se lava con agua corriente los portaobjetos.
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8) Seguidamente, se hace una deshidratacidon secuencial de las

muestras con un gradiente creciente de etanol, finalizando con xileno:

e Enjuague en etanol 50%.

e Etanol 70% durante 2 minutos.
e Etanol 96% durante 2 minutos.
e Etanol 100% durante 2 minutos.
e Xileno durante 2 minutos.

e Xileno durante 2 minutos.

9) Se montan los cubreobjetos sobre los portaobjetos con la ayuda
de un medio de montaje no acuoso DPX. Se pone una gota sobre cada
muestra, se coloca el cubre y se observa el resultado de la tincién al

microscopio.

Las patas traseras se homogeneizaron en N, con 2 mL de tampdn A pH
7,4 (10 mM HEPES, pH8, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 mM KCI, 1 mM
ditiotreitol, 5 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 1 mg/ml leupeptina, 0,1 mg/ml
aprotinina y 0,5 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo). El tejido homogeneizado
se sonico con tres ciclos de 10 segundos de ultrasonidos y 10 segundos de
descanso entre pulsos. Se centrifugd a 12000 x g, 10 minutos y 49C. Se
tomaron los sobrenadantes y se usaron para las determinaciones de citocinas
por ELISA segun la tabla 4 y para evaluar la actividad mieloperoxidasa (MPO),

un marcador neutrofilico medido segun Paya et al (1996).
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La sangre se recogid en tubos heparinizados a dia 40. Después de

centrifugar los tubos a 12000 x g, se separd el suero. Los analitos DKK-1,

esclerostina y osteocalcina fueron determinados por ensayo de multiplex

usando el kit de Merck-Millipore (con rangos de deteccién 15-60000 pg/ml, 3-

12000 pg/ml y 146-600000 pg/ml, respectivamente) (Merck KGaA). También

se determind la concentracion de IgG2a en suero por ELISA (Thermofisher

Scientific Inc.)(rango de deteccion 0,614-150 ng/ml).

Tabla 4: Kits comerciales usados para la deteccion de distintos analitos en

suero y en homogenados de pata

Analito
TNFa
IL-1B8
IL-17

CXCL-1

IL-2

IL-10

IL-6

RANKL

Rango de deteccion

32-2700 pg/ml
25-2000 pg/ml
10,9-700 pg/ml
8-1000 pg/ml
2-200 pg/ml

30-4000 pg/ml

7,8-500 pg/ml

2,74-2000 pg/ml

Casa comercial
R&D Systems*
R&D Systems
R&D Systems
Promokine*
Invitrogen, Thermofisher
Scientific Inc*
Invitrogen, Thermofisher
Scientific Inc
Invitrogen, Thermofisher
Scientific Inc
Invitrogen, Thermofisher

Scientific Inc

*R&D systems, Minneapolis, MN, EEUU. Invitrogen, Promokine, Heidelberg, Alemania, Thermofisher

Scientific Inc, Waltham,MA, EEUU.
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Parte de los efectos inflamatorios provocados por la presencia de
leucocitos polimorfonucleares en los tejidos se atribuye a la liberacién del
contenido de sus granulos. Estos leucocitos poseen dos tipos de granulos: los
primarios o azuréfilos que contienen MPO, elastasa y otras enzimas
hidroliticas, y los secundarios o especificos, que contienen lisozima y
colagenasa (Schettler et al, 1991). Asi pues, los niveles de la enzima MPO son
indicadores del proceso de desgranulacion leucocitario. La MPO es una enzima
lisosomal presente en los granulos azurdfilos de los neutréfilos. Esta enzima
utiliza el perdxido de hidrégeno, generado tras la activacién del neutrdfilo,
para oxidar los iones Cl” presentes en el medio y dar lugar al acido hipocloroso,
un potente agente oxidante al cual se le atribuye la capacidad bactericida del

neutrofilo.

MPO

g

\

H.O, + CI HOCI + OH"

Entre las especies oxigenadas reactivas producidas por el neutroéfilo se
considera al 4cido hipocloroso como el oxidante mas reactivo; ya que es capaz
de dafar las estructuras proteicas y de reaccionar con los acidos grasos
insaturados originando la desestabilizacion de las membranas celulares.

El protocolo, adaptado para el trabajo en microplaca, se basa en el
método descrito por De Young y colaboradores (De Young et al., 1989). Los
homogenados de pata se incubaron con PBS (pH 7,4) y tampdn fosfato (pH
5,4). A continuacién, se adiciond el perédxido de hidrégeno (0,052%). Tras
incubar a 37 2C durante aproximadamente 5 minutos, se afadid el sustrato de
la reaccion: tetrametilbencidina (TMB) (Merck) (18mM) disuelta en
dimetilformamida (8%) en agua destilada. La placa se incubd durante 3

minutos y se detuvo la reaccién con acido sulfurico 2 N. La absorbancia fue
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cuantificada mediante un espectrofotémetro VICTOR 2 Wallac 1420 multilabel

counter a 450 nm de longitud de onda (Tabla 5).

Tabla 5: Protocolo experimental para la determinacion de mieloperoxidasa

Blanco Muestra
Homogeneizado - 5ul
Tampon PBS 195 pl 195 ul
Tampon fosfato 20 ul 20 ul
H.0; 20 pl 20 pl

Incubar 5 minutos a 37 eC
TMB 20 ul 20 pl
Incubar 5 minutos a 37 2C

H.S0, 50 ul 50 ul

Los ganglios linfaticos inguinales, popliteos, braquiales y axilares fueron
extirpados y disgregados mecdnicamente. Se incubaron en medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado al 10 % con suero bovino
fetal (SBF), estreptomicina/penicilina 1%, colagenasa 1,6 mg/ml y DNAsa 200
ug/ml (Merck KGaA) a 372C durante 40 minutos. Después de filtrar la
suspension con un filtro de 40 um, se afiadié 1 ml de DMEM y se centrifugo a
500 g a 429C, 10 minutos. Se elimind el medio y las células se resuspendieron
en DMEM suplementado con antibidtico, SBF y DNasa a las mismas
concentraciones que anteriormente. Se incubé a 372C 15 minutos.

Seguidamente, se afiadieron 500 pl de DMEM vy se centrifugaron las células
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una vez mas. Finalmente, las células se resuspendieron en PBS para citometria
de flujo o en DMEM suplementado con SBF (10%) y estreptomicina/penicilina

(1%) para el ensayo de proliferacién celular con bromodesoxiuridina (BrdU).

Las células resuspendidas en DMEM se sembraron a 2,5 x 10°
células/ml. A las 24 horas se afiadio la BrdU y a las 48 horas se midid la BrdU
incorporada por la proliferacién celular con un ensayo ELISA de Merck KGaA.
Los sobrenadantes de estos linfocitos se recogieron y en ellos medimos por
ELISA IL-2, IL-4 e IFNy con el kit Th1/Th2 Mouse Uncoated ELISA (Invitrogen,
Thermofisher Scientific Inc.) con los limites de deteccidn 2-200 pg/ml, 4-500

pg/mly 15-2000 pg/ml, respectivamente.

Las células extraidas de los ganglios linfaticos no usadas para la
proliferacién celular fueron marcadas con los siguientes anticuerpos: antiCD3-
Indol(ref. 563565, lote 734861, clon 145-2C11), antiCD8-FITC (ref. 564422,
lote 8037507,clon 53-6.7), antiRORyt-Pacific blue (ref. 562894, lote 8151861,
clon Q31-378), y antiFOXP3-APC y antiCD4-PerCP-Cy5.5 (mouse Th17/Treg kit,
ref. 51-9006647, lote 8067595) (BD Biosciences Europe, Madrid, Espafia). El
ensayo de citometria de flujo se realizd6 con el citémetro de flujo BD
LSRFORTESSA (BD Biosciences). El software usado fue FACS DIVA 7.0 (BD

Biosciences) y FlowJo v9 (BD Biosciences).
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La erosion y destruccion dsea en los miembros delanteros y traseros
se midié por un analisis de rayos X llevado a cabo con microPET-CT (Albira)
(Bruker, Billerica, MA, EEUU). La escala de color nos indicé la densidad dsea
siendo el azul las zonas de baja densidad, amarillo/verde significaba densidad
media y rojo alta densidad. Para el analisis numérico, las regiones de interés
(ROI) fueron medidas con el software en 3D. Estas areas fueron exactamente
las mismas para todas las patas en los 3 ejes (X=138 mm, Y=2,94 mm,Z=2,8
mm para las patas traseras y X =2 mm, Y =2 mm vy Z =1 mm para las
extremidades superiores) ajustadas desde el inicio del calcaneo, astragalo y
tarsos, hasta metatarsos para los miembros traseros y huesos carpales para

las patas delanteras.

3.2.1.1 Separaciéon de monocitos y diferenciacion
a osteoclastos

La separacién de los monocitos para su posterior diferenciacion a
osteoclastos se realizd mediante gradiente de densidad (Figura 8). Para ello se
usé Ficoll-Paque PREMIUM 1.073 (GE healthcare). La sangre obtenida del
Centro de Transfusiones de la Comunidad Valenciana se diluyé 1:2 con PBS y
se le afiadié el Ficoll-Paque en una proporcion 3:7. Seguidamente, se
centrifugd a 400 g durante 30 minutos y sin el freno de la centrifuga. Tras la

centrifugacion, se aisld el fragmento leucocitario y se sembré en su totalidad
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en placas de 100 mm. Tras dos horas de espera en las cuales los monocitos
quedan adheridos a la placa, se lavd el sobrenadante con PBS y mediante
rascado se obtuvieron los monocitos. Se contaron y se sembraron a 10° células
por pocillo en placa de 96 pocillos. Los monocitos se cultivaron con medio a-
MEM (Gibco), suero bovino fetal Hyclone 5% (Thermo Fisher),
penicilina/estreptomicina 1% (Gibco) y B-mercaptoetanol 0,1% (Gibco). Para
inducir esta diferenciacidn es necesario el uso de dos citocinas: el MCSF 25
ng/ml (Peprotech) y RANKL 50 ng/ml (Peprotech). Se hicieron 4 grupos
experimentales: el control (solamente citocinas) y 3 concentraciones de
tratamiento (100nM, 250nM y 500nM) junto con las citocinas. El medio se
cambid cada 3 dias y se detuvo el experimento tras alcanzar por parte del

grupo control una confluencia de osteoclastos del 80% (Figura 8).
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Sangre/PBS Sueroy
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Figura 8: Esquema de la separacion y siembra de monocitos de sangre humana
para la diferenciacion de osteoclastos

Contar y sembrar en e e
a-MEM .

a-MEM completo (500ml): ~
- Suero bovino fetal Hyclone 25 ml
- 5 ml penicilina/estreptomicina
- 500 pl B-mercaptoetanol
- Citocinas: MCSF (25ng/ml) vy
RANKL (50ng/ml)
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3.2.1.2 Tincién TRAP y contaje de osteoclastos

Tras alcanzar el 80% de confluencia en osteoclastos se lavaron las
células con PBS para después fijarlas con paraformaldehido 4%. Después se
incubaron las células con la solucién para tincion de TRAP (previamente
descrita) a 372C durante 20 minutos. Tras este periodo, se lavaron las células
y se incubaron con hematoxilina de Harris durante 30 segundos para la tincién
de los nucleos. Finalmente se lavd con PBS y se observaron las células en el
mismo microscopio previamente mencionado.

Para el contaje de los osteoclastos, se utilizaron 4 pocillos por variable
y 5 campos por pocillo. Ademas, se considerd osteoclasto toda aquella célula

TRAP positiva y con mas de 3 nucleos.

3.2.1.3 Analisis de la expresién génica

Extraccion y cuantificacion de ARN

Para la extraccion de ARNm seguimos el protocolo anteriormente
expuesto de tal manera que una vez sembradas en placa de 100mm no
despegamos las células y las incubamos con las citocinas y el medio. Tomamos
las muestras de las células a los 2 y los 7 dias para diferenciar el posible efecto
de OT en diferentes estadios de la diferenciacidn. La extraccién de ARNm se
hizo mediante el kit comercial RNeasy ® plus mini kit (Qiagen) y se midié la
cantidad de ARNm en cada muestra mediante NanoDrop One (Thermo Fisher).
Para determinar la pureza de cada muestra se comprobd que la relacién entre
la densidad éptica a 260nm y a 280nm era proxima a 2, lo que indica la

ausencia de contaminacién proteica.
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Transcripcion inversa (RT)

Para la realizacién de la RT para transformar el ARN obtenido en ADN,
se utilizo el kit comercial Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche,
Basilea, Suiza). Para ello, a tubos eppendorf de 0,2 ml libres de ARNasas, se les
anadié el volumen de la muestra correspondiente a 0,5 ug del ARN extraido
en la fase anterior, volumen suficiente de agua libre de ARNasas para
completar 12 ul y 8 pl formados por: 4 ul de tampdn 5x especifico para la
retrotranscripcion, 2 ul de una mezcla de desoxinucleétidos, 1 ul de Oligo dT
primers, 0,5 ul de inhibidor de ARNasas y 0,5 pl de transcriptasa inversa.

Los tubos fueron introducidos en un termociclador iCycler Real-Time
PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Hércules, California, EE.UU) y se
inicio la retrotranscripcion con un periodo de 10 minutos a 252C seguido de
un ciclo de 30 minutos a 552C. Para finalizar, se inactivé la enzima elevando la

temperatura a 852C durante 5 minutos.

PCR cuantitativa a tiempo real

Los ensayos de PCR se realizaron por duplicado en placas de 96 pocillos
especiales para PCR usando el kit comercial SYBR Green PCR Master Mix (Bio-
Rad Laboratories). Se afadieron 10 ul de este kit por pocillo, 8 ul de agua, 1 pl
de los distintos cebadores por gen y 1 pl de la muestra de la transcripcion
inversa.

Las secuencias de los cebadores utilizados estan registradas por Bio-
Rad en el caso de GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), CSF1R,
OSCAR, NFATc1, MED24 y RANK, y para la catepsina K por Eurofins Genomics
(Luxemburgo).

La PCR se realizd en el mismo termociclador iCycler Real-Time PCR
Detection System. Se sometid la muestra a 952C durante 10 minutos.

Seguidamente, se realizaron 36 ciclos en los que primero se desnaturalizé el
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ADN a 952C 15 segundos, después una fase de 562C 45 segundos para
conseguir la hibridacidn del cebador al ADNc y finalmente, una fase de
elongacion a 722C durante 45 segundos en la que la ADN polimerasa sintetiza
el nuevo ADN.

El analisis cuantitativo del producto se realizé mediante el estudio de la
curva de amplificacién que consta de tres fases: fase de latencia, fase
exponencial y fase de saturacién. Asi, se calculé el ciclo umbral (Ct), que nos
permite, mediante el método delta-delta Ct (AACt) (Livak y Schimittgen, 2001),
conocer el numero de copias correspondientes al producto de la PCR. Para
cada muestra se calcularon las diferencias en los valores de Ct (ACt)
corrigiendo el Ct del gen de interés al Ct de referencia GAPDH. La expresion

2-AACt

génica relativa se expresé como respecto a las células no estimuladas.

3.2.2.1 Analisis de las poblaciones linfocitarias
humanas mediante citometria de flujo

Recogiendo el sobrenadante de las placas de 100 mm en el protocolo
de obtencién de monocitos obtuvimos las demas series de leucocitos que no
se adhieren a las superficies. Se usaron los anticuerpos antiCD3¢ (ref.16-0039-
81, lote.2003124, clon.HIT3a) y antiCD28 (ref.16-0289-81, lote.2106828,
clon.CD28.2) para la estimulacidn de la proliferacién de las células. Se hicieron
dos grupos de tratamiento a los que se les incluyé OT a dos concentraciones
diferentes: 100nM y 500nM. Finalmente, tras 48h, marcamos estas células con
los siguiente anticuerpos: antiCD3-BUV395 (ref.564001, lote.9017991,
clon.SK7), antiCD4-BB700 (ref.566392, lote. 9071815, clon.SK3), antiCD8-
BB515 (ref.564526, lote.8346690, clon.RPA-T8), antiFOXP3-Alexa fluor®647



Material y métodos

(ref.560045, lote.9123843, clon.259D/C7) y antiRORyT-BV421 (ref.563282,
lote.9093968, clon.Q21-559), todos ellos de BD Bioscience. Determinamos la
poblacién linfocitaria con el marcaje de CD3 y analizamos la capacidad de
activacion de FOXP3 y RORyT en los diferentes linfocitos T. El ensayo de
citometria de flujo se realizé con el citdémetro de flujo BD LSRFORTESSA (BD
Biosciences). El software usado fue FACS DIVA 7.0 (BD Biosciences) y Flowlo

v9 (BD Biosciences).

3.2.2.2 Proliferacion de linfocitos humanos

Tras la obtencion de linfocitos como se ha mencionado anteriormente,
se sembraron en placas de 96 pocillos de base céncava en medio DMEM
completado con suero bovino fetal y antibidtico (al igual que anteriormente).
Estos linfocitos fueron estimulados con los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
mencionados arriba y se probaron las 2 concentraciones mencionadas. Se
realizd un test de proliferacion celular de los linfocitos con el kit de BrdU usado

en la proliferacion celular de los ganglios linfaticos de ratén.

Todos los datos estan representados como media + SD o SEM con el
numero de valores (n). Las diferencias entre los grupos experimentales se
demostraron con ANOVA de dos vias con post-test de Bonferroni para la
puntuacién macroscopica y ANOVA de una via con post-test de Tukey para el
resto de datos. El analisis estadistico se realizé con GraphPad PRISM 5.0
(GraphPad software, San Diego, CA, USA). Se considerd un resultado

estadisticamente significativo un valor p < 0,05



65

RESULTADOS



66



4. RESULTADOS

4.1 Efectos de la osteostatina en el modelo CIA

4.1.1 Evolucion de la artritis

Como se muestra en la figura 9A, la severidad de la enfermedad aumenta
con el tiempo hasta el final del experimento. En el caso de los grupos de
ratones tratados con OT (80 pg/kg o 120 ug/kg) se observd una reduccion
importante en la puntuacidn macroscépica que fue significativa desde el dia

34 al 40.

La progresion de la artritis resultd en una pérdida de peso comparado con
el grupo naive, mientras que el tratamiento con la mayor dosis de OT tiende a

normalizar el parametro (Figura 9B).

La figura 9C muestra las imagenes representativas de los grupos

experimentales.
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Figura 9: Evolucion de la artritis. A. Puntuacidn macroscopica de la artritis.
Se evaluaron las 4 patas de cada ratén (0-2/pata) a partir de la segunda
inmunizacion el dia 21. B. Evolucién del peso durante el experimento C.
Imagenes representativas de las patas. Se seleccionaron las imagenes mas
representativas de cada grupo experimental. Datos representados como
media £ SEM. *p<0,05, **p<0,01, frente al grupo control. #p<0,05, ##p<0,01,
###p<0,001 comparado con el grupo naive. ANOVA de doble via en ambos
graficos (post-test de Bonferroni con n=8-12).
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41.1.1 Niveles de mediadores en pata

Seguidamente, investigamos si OT podria regular la liberacién de citocinas
locales. Para ello, medimos por ELISA los niveles de las citocinas clave
presentes en los homogenados de las patas posteriores al final del
experimento. Respecto a las principales citocinas proinflamatorias,
observamos un aumento de IL-1B, IL-17 e IL-6 en los ratones control respecto
al grupo naive. Sin embargo, cuando los ratones fueron tratados con OT
apreciamos una disminucién significativa, en ambas dosis del tratamiento, en

los niveles de IL-1B, IL-6 y TNFa y en la dosis de 80 pg/kg en IL-17 (Figura 10).

4000 800+
E‘ 3000 % 600+ -T-
[=2]
£ 2000+ £ 400
=% 3
- 'S
o - i o

0- 0
Nalve Control 120 Na'll've cOntrm
OT (nglkg/dia) OT (ug/kg/dia)

250 400 -
— 200+ 350
E g ]
1504 e e D
f £ 3004
™~ 100 ©
5 2, T
~ 50

0.
Naive Control Na’ll've (:ontrol
OT (ug/kg/dia) OT (nag/kg/dia)

Figura 10: Niveles de las principales citocinas proinflamatorias en
homogenado de pata medido por ELISA. Datos representados como media +
SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 frente al grupo control. #p<0,05,
###p<0,001 respecto al grupo naive. ANOVA de una via (post-test de Tukey
con n=15-25).
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También observamos cémo la principal citocina antiinflamatoria IL-10
disminuye en los ratones control en comparacién con el grupo naive, mientras
que en los dos grupos tratados con OT se produjo un aumento significativo de
dicha citocina antiinflamatoria en las articulaciones. Ademds, hubo un
aumento significativo de IL-2 en el grupo control respecto al grupo naive que
fue revertido significativamente en los grupos tratados, dejando los niveles
como en los ratones naive. Otros mediadores interesantes medidos fueron la
guimiocina CXCL-1 y RANKL, como marcadores de la enfermedad artritica.
Respecto a la primera, se observé un aumento no significativo en el grupo
control comparado con los ratones naive, mientras que no se observé
disminucion en los ratones tratados. En cambio, el aumento observado de
RANKL en el grupo control fue revertido con OT en los grupos tratados, siendo

la disminucidn significativa en el grupo de 80 pg/kg (Figura 11).
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Figura 11: Niveles de citocinas en homogenado de pata medido por ELISA.
Datos representados como media + SEM. *p<0,05, **p<0,01 frente al grupo
control. #p<0,05 respecto al grupo naive. ANOVA de una via (post-test de
Tukey con n=15-25).

4.1.2 Actividad MPO en pata

La actividad MPO se midié en los homogenados de pata. Como se
demuestra en la figura 12 la actividad MPO aumenté en el grupo control y el

efecto fue significativamente reducido con la dosis mas alta de OT.
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Figura 12: Actividad mieloperoxidasa. Datos representados como media *
SEM. **#*p<0,01 frente al grupo control. #p<0,05 respecto al grupo naive.
ANOVA de una via (post-test de Tukey con n=15-25).

4.1.3 Niveles de mediadores en suero

El suero obtenido de la sangre de los ratones se utilizé para medir
diferentes mediadores y metabolitos relacionados con la progresidon de la

enfermedad.

Existen diferentes autoanticuerpos implicados en la patogénesis
de la AR. También es el caso del modelo CIA donde se ha observado que los
anticuerpos IgG2a son importantes para su desarrollo (Watson y Townes, 1985).
Los niveles de estos anticuerpos se vieron aumentados en el grupo control
mientras que se observd una disminucion en ambas dosis de OT siendo

significativa a la dosis de 120 ug/kg (Figura 13).

SOST, OC asi como DKK-1 son marcadores para el estudio del
metabolismo dseo. En el caso de SOST se observd un aumento significativo en

los ratones control y una reduccidn tras tratar a los ratones con las dos dosis
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siendo estadisticamente significativa a 80 pg/kg. También, se observd un
aumento pronunciado de DKK-1 en los ratones artriticos control mientras que
tras tratarlos con OT se vio una disminucidn significativa en ambas dosis.

Finalmente, se aprecié un aumento de OC a la dosis 80 pg/kg.
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Figura 13: Niveles séricos de IgG2a y metabolitos de hueso DKK-1, SOST y OC.
Los analitos de hueso se midieron por multiplex e IgG2a por ELISA. Los datos se
representaron como media + SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 frente al
grupo control. ###p<0,001 comparando con el grupo naive. ANOVA de una via
con post-test de Tuckey (n=6-18).
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Seguidamente se determinaron los efectos de OT en linfocitos T
presentes en los ganglios linfaticos del ratén. En la figura 14A puede
observarse como la proliferacién basal de estas células se ve aumentada en
los ratones control frente a los ratones naive. Sin embargo, cuando se tratd a
los grupos pudo verse como OT fue capaz de disminuirla, siendo un efecto
significativo a la dosis alta, la cual redujo la proliferacidn a los niveles de los
ratones naive. Ademas, los linfocitos T de los controles artriticos liberaron
cantidades mayores de citocinas IL-2, IL-4, e IFNy comparandolo con los
ratones no artriticos. El tratamiento con el péptido redujo la liberacion de
estas citocinas claves en la proliferacién de los linfocitos siendo una reduccidn
significativa en la dosis alta para IL-2 y en ambas dosis para el resto (Figura 14

B-D).
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Figura 14: Proliferacion y diferenciacion de linfocitos T. A. Proliferacion
celular de los linfocitos de ganglio linfatico medidos por incorporacion de
BrdU. B, C y D. Niveles de las principales citocinas implicadas en la
diferenciacion de linfocitos T medido por ELISA. Analisis realizado en el
medio acondicionado de los linfocitos de proliferacidon. *p<0,05, **p<0,01,
**%¥p<0,001 frente al grupo control. #p<0,05, ##p<0,01 ###p<0,001
comparado con el grupo naive. Datos representados como la media + SEM
(n=9-15). ANOVA de una via con post-test de Tuckey.

4.1.5 Caracterizacion de las poblaciones celulares
de ganglio linfatico

El andlisis de las poblaciones de linfocitos T revel que la induccién de
la artritis provoca un aumento en el numero de linfocitos RORyTCD4+,
mientras que los linfocitos FOXP3+CD4+, y en menor medida FOXP3+CD8+,
vieron su poblacion disminuida en los controles artriticos comparandola con
la de los ratones naive (figura 15). El tratamiento con OT revirtid parcialmente

el efecto del CIA en linfocitos RORy+CD4+ y se observd una tendencia al alza
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de los linfocitos FOXP3+CD4+ en los grupos tratados. También, OT incrementé
el niumero de FOXP3+CD8+ con diferencia estadisticamente significativa a la

dosis de 120ug/kg/dia (Figura 15).
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Figura 15: Analisis por citometria de flujo de las poblaciones de linfocitos del
ganglio linfatico. Representadas las poblaciones FOXP3 y RORyT. Datos
representados como media £ SEM (n=4-9). ANOVA de una via con post-test de
Tuckey. *p<0,05 frente al grupo control. #p<0,05 comparado con el grupo
naive.
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Después de observar las mejoras de las articulaciones de los tobillos
tras el tratamiento con OT, se quiso evaluar si el péptido era capaz de
modificar las alteraciones en el hueso artritico. En la figura 16 puede verse la
cuantificacion de la densidad dsea (tanto de los miembros delanteros como
los traseros) en unidades Hounsfield, asi como las imagenes representativas
de cada grupo experimental. La induccidn de la artritis produjo una
disminucion significativa de la densidad dsea mientras que el tratamiento con

OT normalizd estos valores.
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Figura 16: Andlisis por rayos X de las patas traseras y delanteras. La densidad
Osea se midié analizando una ROI (region de interés) alrededor de la mufieca y
del tobillo. Los valores se representaron en unidades Hounsfield. Escala de color
de la imagen: rojo, alta densidad ésea; verde/amarillo, densidad media; azul,
baja densidad (n=3-4). Datos representados como la media + SEM. *p<0,05
frente al grupo control. #p<0,05 comparado con el grupo naive. ANOVA de una
via con post-test de Tuckey.



4.1.7.1 Tincidn de la actividad TRAP de
osteoclastos

La diferenciacion de osteoclastos es clave en el proceso de erosion en
el hueso en la AR (Schett y Teitelbaum, 2009). El area afectada por los
osteoclastos se determiné mediante la tincién TRAP en cortes de tobillo. Los
controles artriticos mostraron un aumento significativo de tinciéon TRAP
comparado con los ratones no artriticos (Figura 17). OT redujo esta area tefiida
de forma dosis dependiente, devolviendo los valores a niveles de los ratones

naive, sobre todo los animales tratados con la dosis 120 ug/kg/dia.
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Figura 17: Tincidn TRAP de cortes de tobillo. La tincién morada representa el
area TRAP positiva asociada a la actividad de osteoclastos (n=3). Datos
representados como la media * SEM. ***p<0,001 frente al grupo control.
###p<0,001 comparado con el grupo naive. ANOVA de una via con post-test de

Tuckey.
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4.1.7.2 Analisis tisular de la migracion
celular y degradacién del cartilago

La degradacion del cartilago y la inflamacion de la articulacién se
determinaron por el analisis histoldgico en cortes de tobillos que se tifieron
con hematoxilina/eosina o safranina O. En la figura 18 esta representada la
puntuacién macroscépica de todos estos cortes mientras que en la figura 19

se muestran cortes representativos de cada grupo.

El andlisis histolégico de los cortes del grupo control revelé dafio en el
cartilago con muerte de condrocitos, erosién del cartilago y deplecidon de
proteoglicano, ademds del infiltrado y exudado sinovial. El tratamiento con
ambas dosis de OT llevd a la reduccidn significativa de la muerte de
condrocitos y deplecion del proteoglicano a la dosis de 120 pg/kg/diay en el
caso de la erosion del cartilago a ambas dosis. El exudado sinovial se redujo
significativamente con el tratamiento de OT mientras que el infiltrado solo a

la dosis de 120 pg/kg/dia.
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Figura 18: Puntuacion macroscopica de cortes tefidos de tobillo. Realizada
por dos observadores independientes. Valores representados como media *
SD (n=3) y analizados por ANOVA de una via con post-test de Tuckey.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 frente al grupo control. ###p<0,001
comparado con el grupo naive.

80



H&E Safranina O

Control

Figura 19: Imagenes representativas de cada grupo experimental de
la articulacidn. Cortes tefiidos con Hematoxilina /eosina (x20) y
safranina O (x40)
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4.2 Trabajo experimental en células humanas

4.2.1 Diferenciacidn de monocitos a osteoclastos

El tratamiento de los monocitos humanos con MCSF y RANKL indujo la
diferenciacién de estos a osteoclastos, como puede observarse en la figura 20.
Se considerd osteoclasto toda célula TRAP positiva con mas de 3 nucleos
(violeta dentro del citoplasma). Durante los dias de diferenciacion se trataron
3 grupos de células con las concentraciones 100 nM, 250 nM y 500 nM de OT.
El dltimo dia se fijaron las células, se tifieron para observar la presencia de
TRAP y se contaron los osteoclastos por pocillo (Figura 21).
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Figura 20: Imagenes representativas de cada grupo experimental de
osteoclastos tenidos (x100)
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Tras el contaje celular pudimos observar que OT redujo el nimero de
osteoclastos por pocillo cuando los pocillos control llegaron al 80% de
confluencia de osteoclastos. Asi, este efecto sobre la diferenciaciéon fue
estadisticamente significativo a las concentraciones de 250nM y 500nM de OT

(Figura 21).
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Figura 21: Descenso relativo de células TRAP+. **p<0,01 ***p<0,001
comparado con el grupo control. Datos representados como media + SEM.
Test ANOVA con post-test de Tuckey (n=9).

4.2.2 Expresidn génica de los preosteoclastos

Tras observar una disminucion del numero de osteoclastos
diferenciados en los experimentos previos, se quiso determinar la

modificacion de la expresion de qué genes estaba detras de este efecto. Para
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ello se decidié analizar la expresion de CSF1R, OSCAR, NFATcl, RANK,
Catepsina Ky MED24.

4221 Expresion génica a dos dias de
estimulacion

Tras dos dias de incubacién con RANKL y MCSF pudo observarse que
las citocinas fueron capaces de aumentar significativamente la expresion de
MED24 (lo que podria indicar un aumento de la activacion de la proliferacion)
(Hamilton et al, 2019) y, sobre todo, de OSCAR. Ademas aumento la expresion
de RANK y catepsina K mientras que se observd una disminucion significativa

de NFATc].

En las células tratados con OT se observé en primer lugar que este
péptido aumentd la expresion de CSF1R a la concentraciéon 250nM que
corresponde con el aumento observado en MED24. Por otro lado, OT fue
capaz de reducir significativamente la expresién de RANK a todas las
concentraciones. También los niveles de OSCAR fueron reducidos a las 3

concentraciones siendo significativa la reducciéon a 500nM.

Finalmente, se observd cémo el péptido redujo la expresiéon de

catepsina K, siendo significativo a la concentracidon de 250nM (Figura 22).
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Figura 22. Expresion de los genes implicados en la diferenciacién y actividad
de osteoclastos (CSF1R, RANK, NFATc1l, OSCAR, Catepsina K y MED24).
Representado como expresion relativa de ARNm respecto al blanco de MCSF
(2 dias de estimulacién). Datos representados como media + SEM. *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001 respecto al grupo control de MCSF + RANKL. #p<0,05
###p<0,001 respecto al grupo blanco. ANOVA de una via con post-test de
Tuckey (n=5).
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42.2.2 Expresidn génica a siete dias de
estimulaciéon

Al igual que a dos dias, se midid la expresidn de los distintos genes
implicados en la proliferacién y diferenciacién de monocitos a osteoclastos a

7 dias.

El tratamiento con el factor de crecimiento MCSF y RANKL no provoco
un aumento significativo de CSF1R ni MED24, lo que puede estar indicando
gue ambas citocinas actian sobre esta via cuando el monocito estd
empezando a diferenciarse y no cuando ya estd en un punto mas avanzado.
MCSF es capaz de inducir la expresién de RANK, sin embargo, a 7 dias se
observa que el tratamiento con MCSF y RANKL producen una disminuciéon de
RANK probablemente porque éste se activa durante muchos dias provocando
una retroalimentacidn negativa. Se vié también como hubo un aumento de
OSCAR vy catepsina K en las células estimuladas con estos dos factores.
Finalmente, la incubacidon con MCSF y RANKL redujo la expresion de NFATc1

al igual que a dos dias.

El tratamiento con OT estimulé la via proliferativa de CSF1R y ERK
observandose un aumento del primero y de MED24 de forma dosis
dependiente. En cuanto a RANK no se observd apenas ningun cambio, al
contrario que a dos dias. La expresion de OSCAR se redujo significativamente
a la concentraciéon de 250nM y no se observd ningln efecto en NFATcl y

catepsina K (Figura 23).
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Figura 23. Expresion de los genes implicados en la diferenciacidn y actividad de
osteoclastos (CSF1IR, RANK, NFATcl, OSCAR, Catepsina K y MED24).
Representado como expresion relativa de ARNm respecto al blanco de MCSF (7
dias de estimulacion). Datos representados como media + SEM. *p<0,05
**p<0,01 ***p<0,001 respecto al grupo control de MCSF + RANKL. #p<0,05
respecto al grupo blanco. ANOVA de una via con post-test de Tuckey (n=5).
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Los linfocitos obtenidos de la separacién de monocitos fueron
estimulados con anticuerpos especificos para favorecer su proliferacion. Esta
fue medida y a su vez, se usaron anticuerpos anti CD3, CD4, CD8, FOXP3 y

RORyT para determinar sus tipos celulares.

4231 Efecto del péptido en la
proliferacion celular

La estimulacidn de los linfocitos con los anticuerpos provocd un
aumento significativo de la proliferacién linfocitaria. Sin embargo, el péptido
no fue capaz de disminuirla. En cambio, se observd como fue capaz de
aumentar la proliferacidn de las células por si solo a ambas concentraciones

probadas (Figura 24).
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Figura 24: Proliferacion celular de los linfocitos de sangre humana medidos
por incorporacion de BrdU. Datos representados como media + SEM (n= 4-
5), ANOVA de una via con post-test de Tuckey. ### p<0,001 respecto al
grupo blanco.



423.2 Modificacién de las poblaciones
linfocitarias por osteostatina

La estimulacion con los anticuerpos antiCD3 y antiCD28 provoco el
aumento de linfocitos T FOXP3+ CD4+ al igual que FOXP3+ CD8+ y RORyT
CD4+. El tratamiento con OT provocé un aumento de linfocitos T Foxp3+ CD4+
a la concentracion de 500 nM mientras que el péptido no tuvo ningun efecto
por si solo en esta poblacién. Respecto a la poblacion de FOXP3+ CD8+ no se
observod ningun efecto de OT tanto en los grupos estimulados como el péptido

por si solo.

OT no fue capaz de reducir los niveles basales de la poblacidn de
linfocitos RORyT CD4+. Ademas, se pudo observar una tendencia a disminuir

el efecto provocado por la estimulacién.

OT determind el aumento de la poblacién FOXP3+/RORyT+ en
linfocitos estimulados, que fue significativo a la concentracién de 500nM

(Figura 25).
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Figura 25: Analisis por citometria de flujo de las poblaciones de linfocitos
humanos estimulados. Representadas las poblaciones FOXP3 y RORyT.
Datos representados como media + SEM (n= 5-7), ANOVA de una via con
post-test de Tuckey. *p<0,05 frente al grupo control. ###<0,001 respecto al

blanco.
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Discusion
5. DISCUSION

En primer lugar, se ha estudiado el efecto de OT en el modelo CIA, que
es el mads utilizado en los estudios de nuevos farmacos antiartriticos vy
reproduce las fases de induccién del proceso y de destruccidn articular. En
este estudio mostramos que el tratamiento con OT reduce la severidad de la
artritis experimental con eficacia en los signos clinicos y alteraciones
estructurales en CIA, como puede observarse en los resultados obtenidos en
la observacion macroscépica de las patas de los ratones artriticos. Los ratones
inmunizados con coldgeno Il desarrollaron una artritis similar a la AR humana,
caracterizada por una degradacion articular continua y por erosion ésea. El
analisis histoldgico reveld una mejora significativa en la inflamacién,
degradacion de proteoglicano y dafo del cartilago por la administracién de OT

comparado con los ratones artriticos control.

En las articulaciones artriticas de ratones CIA hay un aumento
pronunciado de citocinas proinflamatorias como ocurre en la AR. El TNFa es
una de las citocinas con mayor relevancia en el proceso artritico, como
muestran las diferentes estrategias anti-TNFa capaces de disminuir la
enfermedad en ratones CIA y en la AR (Williams, 2007). Otras citocinas como
IL-6 e IL-1B también desempefian un importante papel y son dianas para el
tratamiento de la AR y otras formas de artritis, junto a otras proteinas como
CD20, CD80/86 y las quinasas Janus (Smolen et al, 2020). Los resultados
presentados en esta Tesis indican que el tratamiento con OT reduce la
liberacion de estas citocinas implicadas en la enfermedad reforzando, asi, la

tesis de que OT pudiera tener un papel antiinflamatorio.

Se ha observado un aumento de IL-10 en las rodillas de pacientes
artriticos (Cush et al, 1995), que puede representar un intento de paliar la

enfermedad por los linfocitos presente en la zona, que liberan esta citocina
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inmunomoduladora. Es de destacar que el tratamiento con OT produjo un
aumento significativo de IL-10 en las rodillas de los ratones artriticos, lo que
puede contribuir al control de la enfermedad, al contrario de la exacerbacién

gue provoca la disminucion de esta citocina en el CIA (Finnegan et al, 2003)

Por otro lado, el componente autoinmune contra el colageno tipo Il
lleva a la induccidn de la artritis y puede ser determinante para la cronificacion
del proceso y la destruccion del cartilago (Croxford et al, 2013). También en
este caso, el tratamiento con OT consiguid reducir los niveles de anticuerpos
lgG2a anti-colageno Il, una subclase de anticuerpo que parece tener

relevancia en el modelo CIA (Watson y Townes, 1985).

La respuesta de la inmunidad adaptativa y otros mecanismos
adicionales son clave en este modelo de artritis (Plows et al, 1999). Se ha
sugerido que los linfocitos T anti-colageno Il actdan en la fase efectora de la
artritis llevando a la perpetuacion y agravamiento de la enfermedad
(Nandakumar et al, 2004). Los linfocitos T CD4+ se diferencian en varios
subtipos que participan activamente en el proceso artritico (Vyas et al, 2019).
En particular los linfocitos Th17 parece que tienen un papel predominante en
la artritis autoinmune ya que son capaces de liberar IL-17, citocina capaz de
iniciar y mantener la inflamacién (Lubberts, 2010). Los resultados obtenidos
indican que OT tiene efecto sobre la inmunidad mediada por linfocitos T en el
modelo CIA. De hecho, es posible que este péptido regule la actividad de los
linfocitos Th17 ya que reduce el numero de linfocitos T RORyT+CD4+ en el
ganglio linfatico y los niveles de IL-17 en las articulaciones de los ratones

tratados.

Ademas, OT contrarrestd el aumento de la produccion de IL-2, IFNy
(relacionado con la actividad Th1) e IL-4 (relacionado con la actividad Th2),
inducido por el proceso artritico. Son muchas las evidencias que indican que

IL-17 tiene un papel clave en la produccion de citocinas proinflamatorias
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(Lubberts et al, 2004) y en la degradacion del cartilago (Koenders et al, 2011).
Ademas, esta citocina es un potente inductor de la expresion de RANKL,
estimulando la osteoclastogénesis y la erosion ésea en la artritis (Lubberts et
al, 2003). Sin embargo, no solo es capaz de estimular la produccion de RANKL
sino que se ha demostrado recientemente que facilita la diferenciacién de
osteoclastos y la resorcidn désea directamente por activacién de vias de la
autofagia (Song et al, 2019). Los resultados obtenidos sugieren que OT podria
inhibir la activacién de linfocitos T y la subsiguiente generacién de citocinas

gue juegan un papel crucial en la patogénesis de la artritis.

Por otro lado, se ha observado que los linfocitos Treg CD4+ estan
involucrados en el control de los sintomas clinicos del CIA, la produccion de
citocinas, la actividad de los linfocitos T citotdxicos (Cools et al, 2007) y la
osteoclastogénesis (Kelchtermans et al, 2009; Notley et al, 2010). Como
resultado, el aumento de la actividad T reguladora es beneficiosa para el
tratamiento de la pérdida de densidad ésea inducida por la inflamacién (Zaiss
et al, 2010). Otra parte de nuestro estudio se ha centrado en los efectos de OT
en linfocitos humanos para corroborar el comportamiento observado en la
artritis experimental. Asi, nuestros resultados obtenidos en la citometria de
flujo de linfocitos humanos estimulados muestran que OT es capaz de
aumentar la poblacién linfocitaria Treg CD4+ lo que podria determinar la
capacidad inmunomoduladora de este péptido. También se observd una
disminucion de la poblacion RORyT que junto al aumento de Treg CD4+ indica
una modificacion del perfil poblacional hacia un cardcter antiinflamatorio.
Ademas de los linfocitos Treg CD4+, los Treg CD8+ tienen funciones
inmunosupresoras importantes (Yu et al, 2018) y regulan las enfermedades
autoinmunes mediadas por Th17 (Nakagawa et al, 2010). Se ha observado que
los linfocitos Treg CD8+ estdn presentes en el sinovio de los pacientes con AR
y tienen la capacidad de disminuir la actividad de los linfocitos T citotdxicos,

asi como la produccion de citocinas proinflamatorias. Todo ello sugiere un
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papel fundamental de estas células en el control de la sinovitis y el potencial
que tiene esta diana para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas

(Filaci et al, 2011).

Asi, los linfocitos Treg CD8+ humanos inducidos con TFGB1 han
demostrado la capacidad de disminuir la severidad de la artritis en el modelo
CIAy la expresién del ARNm de IL-17 y RANKL en las patas de ratén (Sun et al,
2019). En este estudio demostramos que OT es capaz de aumentar la
poblacién de Treg CD8+ lo que parece contribuir a la disminucién de la

respuesta inmunitaria al colageno tipo Il y al desarrollo de la artritis.

El control de la destrucciéon dsea es un objetivo relevante en el
tratamiento de la AR. La erosidn del hueso subcondral y cortical es comun en
las areas de la hiperplasia sinovial. También, la destruccién dsea se asocia a la
presencia de osteoclastos y la expresion de RANKL (Stolina et al, 2005). El
analisis por rayos X de las extremidades de los ratones mostré que OT

contrarrestd la pérdida de densidad dsea inducida por el proceso artritico.

Los niveles elevados de citocinas proinflamatorias y sobre todo el
TNFa producido en la artritis, alteran el ciclo formacién-resorcién necesario
para la homeostasis del hueso. TNFa contribuye a la inhibicion de la
maduracién de los osteoblastos y actla directamente sobre estas células
(Nanes, 2003) o sobre la modulacion de la via Wnt, decantando la balanza
hacia la resorcion. De hecho, TNFa es clave en la induccion del inhibidor de
Wnt DKK-1 en artritis en ratdn y en la AR humana (Diarra et al, 2007). Ademds
de la regulacion de RANKL por las citocinas proinflamatorias (Nakashima et al,
2000), se sabe que TNFa coopera con RANKL para la diferenciacion de los
osteoclastos (Nanes, 2003). TNFa es incluso capaz de estimular la formacién
de osteoclastos independientemente de RANKL (Kobayashi et al, 2000). El
efecto protector de OT que se ha observado a nivel 6seo podria deberse a la

reducciéon del nimero de osteoclastos y la inhibiciéon de la liberacion de
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citocinas proinflamatorias como TNFa o RANKL, sugiriendo asi que OT es capaz
de inhibir la osteoclastogénesis in vivo, un proceso critico en la patogénesis
del dafo articular. Estos resultados confirman y extienden los
descubrimientos previos sobre el efecto inhibitorio de los péptidos C-

terminales de PTHrP en la funcidn osteoclastica in vitro (Fenton et al, 1994).

La via Wnt tiene un papel importante en el remodelado articular.
Generalmente, se acepta que algunos miembros de la familia Wnt estan
relacionados con la produccidon de citocinas proinflamatorias o enzimas
catabdlicas (Sen, 2005). La inhibicion de esta via provoca una supresion de la
actividad normal de los osteoblastos en los sitios de erosidn 6sea en la AR
(Diarra et al, 2007; Walsh y Gravallese, 2010) y su activacion es capaz de inhibir
la diferenciacion de los osteoclastos (Weiboda et al, 2016). También se ha
observado que DKK1 aumenta la expresion de RANKL y facilita la
osteoclastogénesis (Braun y Zwerina, 2011). Es interesante sefalar que los
niveles de DKK-1 en suero se encuentran elevados en pacientes con AR
temprana y se correlacionan con la actividad de la enfermedad (Seror et al,
2016). De hecho, algunos estudios recientes han mostrado una reduccion de
DKK-1 en suero de pacientes artriticos en remisiéon. Sin embargo, los niveles
de SOST no se correlacionan con la actividad de la enfermedad y no cambian
durante la remisién (Kerschan-Shindl et al, 2019). En la artritis experimental,
la neutralizacion de DKK-1 con anticuerpos inhibe la erosion dsea sin afectar
la inflamacién (Diarra et al, 2007), mientras que la neutralizacion de SOST
mejora la pérdida de densidad dsea sistémica pero no ayuda a mejorar la
severidad de la enfermedad o las erosiones dseas focalizadas en el modelo CIA
(Marenzana et al, 2013). No obstante, puede empeorar la sintomatologia
clinica en modelos de inflamacién dependientes de TNFa ya que SOST tiene
un efecto inhibidor en la activacién de p38 dependiente de TNFa (Wehmeyer

et al, 2016).
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En la linea con estos hallazgos, observamos una inhibicién intensa por
OT en los niveles de DKK-1 sin una modificacidn significativa de los niveles de
SOST en los ratones CIA, sugiriendo que la disminucién de DKK-1 juega un
papel importante en el bloqueo de la pérdida de hueso por el tratamiento de

OT.

Vistos estos resultados decidimos profundizar en la capacidad
antirresortiva de OT. Para ello se midieron por PCR la expresién de los genes
implicados en la actividad y diferenciacion osteoclastica CSF1R, RANK, OSCAR,
NFATcl, MED24 y catepsina K.

CSF1R es vital para la supervivencia, funcién, proliferacion vy
diferenciacién de la linea mieloide, incluidos los monocitos y los osteoclastos
(Mun et al, 2020). Su expresidon es baja en los precursores mieloides
inmaduros y aumenta con la maduracién de las células (Tagoh et al, 2002). La
sefial producida por CSF1R activado induce la expresion de RANK, que es
esencial para la funcién osteoclastica, su proliferacion y diferenciacién (Kim y
Kim, 2016). Por ello, la evidencia expuesta de que OT es capaz de reducir los
niveles de RANK (aunque a 7 dias la expresion de RANK ya haya disminuido

notablemente) reafirma los resultados obtenidos in vivo.

Es logico pensar que un bloqueo de CSF1R puede llevar a la reduccion
de la actividad osteoclastica. De hecho, se estdn realizando ensayos clinicos
en ese sentido. No obstante, no son demasiado prometedores ya que parece
ser que la activacién de CSF1R podria tener un papel antiinflamatorio, por lo
gue su blogueo podria llevar al agravamiento de la enfermedad (Mun et al,
2020). Asi, el aumento de CSF1R provocado por OT, sobre todo a tiempos
largos, junto con la disminucion de RANK podria explicar ambos efectos: el

antirresortivo y el antiinflamatorio.
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Muy relacionado con CSF1R estd MED24, un factor proliferativo que
es fosforilado por ERK tras activarse por la union de MCSF a CSF1R (Hamilton
et al, 2019). OT fue capaz de aumentar MED24 lo que podria explicar el
aumento de la activacion de ERK por OT que, ademas, llevaria al aumento de

la proliferacidn celular observada también en linfocitos humanos.

OSCAR fue identificado como un receptor implicado en la maduracidn
de los osteoclastos incluyendo la multinucleacién (Kim et al, 2002). Se trata de
un inmunorreceptor capaz de identificar la triple hélice del colageno que
induce una cascada de sefializacidn intracelular (Barrow et al, 2011). Parece
ser que OSCAR es necesario para una activacion primaria en la médula dsea.
Sin embargo, la expresion decrece en los osteoclastos maduros (Sge et al,
2019). Este hecho también se observa en nuestros experimentos ya que la
expresion de OSCAR se ve disminuida a 7 dias comparandola con la expresion
a 2 dias. Ademas, OT es capaz de revertir el aumento provocado por la
estimulacion con MCSF y RANKL. Esto, junto con los resultados obtenidos de
CSF1R y RANK fortalece la hipétesis de que OT es capaz de bloquear la

diferenciacion de los osteoclastos.

La accidon de NFATc1 en la diferenciacidn de estas células no se conoce
completamente. Se describe generalmente que NFATcl es clave en la
diferenciacién de los osteoclastos activada por NF-kB, OSCAR o TREM-2.
Parece ser que NFATcl es importante en los primeros estadios de la
osteoclastogénesis (Asagiri y Takayanagi, 2007). Sin embargo, es posible que
la diferenciacion pueda darse independientemente de este factor (Russo et al,
2019). En nuestro estudio, la expresion de NFATc1 no se vié afectada por el

tratamiento con OT.

La diferenciacién y activaciéon de todos estos factores lleva a
formacidn del osteoclasto y al desarrollo de su funcién. Esta activacién de la

célula provoca la produccién de catepsina K entre otras muchas moléculas
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degradativas. La liberacion de esta proteasa produce la degradacién del
colageno de tipo I. De hecho, la catepsina K se encuentra muy expresada en
macradfagos vy fibroblastos sinoviales durante la AR (Hou et al, 2001). Pero no
solo se ha observado un aumento en el sinovio artritico sino que también se
han correlacionado las concentraciones en suero con la degradacion
radioldgica observada (Skoumal et al, 2005). Ademas, se ha descrito una
disminucion de la severidad de la artritis en ratones deficientes en catepsina
K (Hao et al, 2015). Su inhibicién farmacoldgica lleva a un aumento de la
mineralizacién dsea y, por ende, a un aumento de la densidad del hueso.
Existen algunos ensayos clinicos de diferentes moléculas cuyo objetivo es el
bloqueo de su actividad. Sin embargo, se encuentran muchos efectos adversos
(Drake et al, 2017; Lu et al 2018). Es por esto que quizas el enfoque de limitar
la liberacién de esta enzima sea mas apropiado y, en este sentido, OT ha

mostrado que es capaz de controlar su expresion.

Todas estas observaciones explican por qué se vio una disminucion de
osteoclastos tras la estimulacion con MCSF y RANKL junto con el tratamiento
de OT. Ademas, estos hallazgos refuerzan los resultados expuestos en Lozano
et al, 2011 y en Ardura et al, 2016 que demuestran el efecto positivo de la
fraccion C-terminal de PTHrP en modelos in vivo de regeneracion dsea. En los
ultimos afios, gracias a los avances de la biomedicina y la biotecnologia se esta
optando cada vez mas por el estudio de nuevas terapias bioldgicas que sean
capaces no solo de parar el avance de la AR sino también de revertir sus
efectos. Algunos ejemplos pueden ser el tratamiento con células madre
mesenquimales (Luque-campos et al, 2019), la aplicacién de vesiculas
extracelulares de estas células en condiciones inflamatorias (Tofifio-Vian et al,
2018) o el estudio del plasma rico en plaquetas para frenar la degradacion del
hueso (Wang et al, 2018). Estas terapias presentan dificultades para su
obtencidn, la estandarizaciéon de los preparados y su administracion. Por ello,

el campo de los péptidos y oligopéptidos abre la puerta a generar nuevas
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terapias con capacidad de regulacidon biolégica sin perder la importancia
clinica de la dosificacién controlada. En este sentido, no solo se estudian
péptidos propiamente humanos para controlar los procesos implicados en una
enfermedad como la artritis. También se estudian posibilidades vegetales
como los péptidos de semillas de lino (Kaneda et al, 2016) u otros derivados
vegetales con capacidad reguladora de la diferenciacién osteoclastica

(Kodama y Kaito, 2020).

Los datos obtenidos han demostrado las propiedades antiartriticas del
oligopéptido OT. Es interesante remarcar que los oligopéptidos tienen algunas
ventajas para el desarrollo de medicamentos comparandolo con productos de
mayor peso molecular. Por ejemplo, la sintesis eficiente y su baja
inmunogenicidad, asi como su farmacocinética favorable. Asimismo, los
estudios han mostrado que algunos oligopéptidos tienen una estabilidad e
integridad suficientes, buena penetracién tisular para ejercer su efecto y una
baja toxicidad. También, han mostrado propiedades interesantes para
incorporarlos en diferentes sistemas de liberaciéon y son susceptibles de
modificacién para mejorar el perfil farmacoldgico (Ji et al, 2017). Todas estas

propiedades son relevantes para su potencial aplicacion terapéutica.

Los resultados presentados demuestran el efecto protector de OT en
el modelo CIA de AR y en células humanas. Este agente disminuye las
respuestas inflamatoria e inmunitaria que llevan a la reduccidn del cartilago y
a la erosién dsea en la AR. Los efectos protectores de OT pueden ser
dependientes de la inhibicién de la osteoclastogénesis, que puede estar
mediada por la disminucidn de la expresién de DKK-1y de diferentes citocinas
clave, asi como de los principales genes implicados en la resorcidn del hueso.
Estos resultados demuestran el interés de los péptidos C-terminales de PTHrP
para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento de las

enfermedades inflamatorias articulares como la AR.
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6. CONCLUSIONES

1. En el modelo CIA en ratdn, OT es capaz de controlar la progresiéon de
la artritis y la destruccion articular, con efectos beneficiosos sobre el

tejido sinovial, cartilago y hueso.

2. Este péptido ha demostrado propiedades inmunomoduladoras,
actuando sobre las fases humoral y celular del proceso artritico.
Reduce la producciéon de autoanticuerpos frente al colageno Il y
aumenta el cociente de linfocitos FOXP3+/RORyT+ lo que promueve la
resolucidn del proceso inflamatorio. En este sentido, el tratamiento
con OT aumenta la poblacién Treg CD8+ in vivo y Treg CD4+ en

linfocitos humanos.

3. Enla artritis se produce un aumento de las citocinas proinflamatorias
IL-1B, TNFa, IL-6 e IL-17 en las articulaciones, lo que lleva a un cambio
del perfil de las células residentes a un fenotipo inflamatorio vy
degradativo. OT produce una disminucidn de la liberacién de estas

citocinas, lo que reduce la severidad del proceso artritico.

4. OT disminuye el nimero de osteoclastos en la articulacidn vy la
degradacion dsea en el modelo CIA. Este efecto estaria mediado por
la inhibicion de RANKL (que lleva a la diferenciacion y activacién
osteoclastica) y de DKK-1y SOST (inhibidores de la via Wnt/B-catenina

implicada en la activacién de osteoblastos).
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En monocitos humanos, OT inhibe la diferenciacién osteoclastica y la
expresion de genes como RANK, OSCAR y catepsina K, lo que confirma

la capacidad antirresortiva de este péptido.

OT es una molécula con propiedades inmunomoduladoras,
antiinflamatorias y antirresortivas, que ha demostrado su potencial
para el desarrollo de tratamientos en enfermedades articulares que

afectan tanto al cartilago como al hueso, como es el caso de la AR.
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Anexos

8. ANEXOS

8.1 Autorizacién del procedimiento para el trabajo con
animales de experimentacién utilizado en la presente
tesis

& GENERALITAT
 VALENCIANA

CAMBIO CLIMAT! RURAL
DIRECCION GENERAL DE AGRICULTURA,
GANADERIA Y PESCA

Unién Europea

AUTORIZACION PROCEDIMIENTO 2016/VSC/PEA/00053
Vista la solicitud realizada en fecha 16/02/16 con n° reg. entrada 5776 por D/D?. Pilar Campins

Falco, Vicerrectora de Investigacion y Politica Cientifica, centro usuario ES4607800001001, para
realizar el procedimiento:

.

“Estudio de la actividad antiartritica de nuevas en el delo de ARTRITIS

INDUCIDA POR COLAGENO”

Teniendo en cuenta la documentacion aportada, segun se indica en el articulo 33, punto 5y 6, y
puesto que dicho procedimiento se halla sujeto a autorizacion en virtud de lo dispuesto en el
articulo 31 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero,

Vista la propuesta del jefe del servicio de Ganaderia y Sanidad y Bienestar Animal.

AUTORIZO:

la realizacion de dicho procedimiento al que se le asigna el codigo: 2016/VSC/PEA/00053 tipo 2,
de acuerdo con las caracteristicas descritas en la propia documentacion para el numero de
animales, especie y periodo de tiempo solicitado. Todo ello sin menoscabo de las autorizaciones
pertinentes, por otras Administraciones y entidades, y llevandose a cabo en las siguientes
condiciones:

Usuario: Uiversitat de Valencia

Responsable del proyecto: Maria Luisa Ferrandiz Manglano
Establecimiento: Seccion de Produccion Animal SCIE-Campus Burjassot
Necesidad de evaluacién restrospectiva:

Condiciones especificas:

Observaciones:

Valencia a, 8 de marzo de 2016
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