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Introduccion

1. La artritis reumatoide

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria cronica de etiologia
desconocida que se ajusta a un modelo genético poligénico, multifactorial, que parece
desencadenarse por el efecto de agentes no especificos sobre una poblacion
genéticamente predispuesta. Afecta principalmente a las articulaciones, produciendo su
deformidad y una severa discapacidad funcional (Bresnihan y Tak, 1999). La AR tiene
un gran impacto en la calidad de vida del paciente, ya que afecta de manera significativa
tanto a sus actividades diarias como sociales, psicologicas y economicas. Se calcula que
en Espana hasta un 5% de todas las incapacidades laborales permanentes se deben
directamente a la AR (Carmona y col., 2001). La incidencia de la AR aumenta en
familiares entre 2-3 veces, y en gemelos monozigdticos tiene una concordancia del 20-

30%, reflejando un evidente componente genético.

La patogenia de la AR se caracteriza por una alteracion de las respuestas inmune e
inflamatoria normales, de ahi que se considere como una enfermedad inflamatoria
autoinmune o inmunomediada. La enfermedad se caracteriza por una alteracion de la
inmunidad celular y humoral y por una alteracion de los elementos celulares residentes
en el tejido conectivo de la Membrana Sinovial (MS), que se comportan de forma

pseudotumoral, invadiendo y destruyendo los tejidos contiguos.

En la AR, la estructura anatdmica primariamente afectada es el tejido o MS
articular, una estructura especializada que tapiza la cavidad sinovial de las
articulaciones diartrodiales. Esta membrana esta constituida por una delgada capa de
tejido conectivo que limita la cavidad articular (/ining) ocupada por el liquido sinovial,
y que se prolonga hasta la zona de la unioén osteocartilaginosa a modo de manguito. Se
trata de un tejido mesenquimal o conectivo con sus células residentes habituales,
fundamentalmente macréfagos y Fibroblastos Sinoviales (FS), que se alinean en forma

de una capa celular limitante de la cavidad articular (figura 1).
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Figura 1. Cambios morfoldgicos producidos en la membrana sinovial reumatoide.

2. Factores etiologicos

La AR es una enfermedad de distribucion universal, cuya prevalencia oscila entre
0,3-1,2% (De Blecourt, 1954; Kwoh, 1992; Kalla y Tikly, 2003). Afecta al 0,5-1% de la
poblacion adulta de nuestro pais, siendo mas frecuente en mujeres en una proporcion
aproximada 3:1, tal y como refleja el estudio EPISER realizado por la Sociedad
Espafiola de Reumatologia (Carmona y col., 2002). La AR puede debutar a cualquier
edad, aunque es mas frecuente entre los 40-60 afos (Sweeney y Firestein, 2004). La
incidencia varia segun el area geografica y los diferentes grupos étnicos y, en
fumadores, el riesgo de padecer AR es 1,5-2 veces mayor, aunque no existen muchos

mas datos epidemioldgicos que impliquen a otros agentes causales exdgenos conocidos.

La etiologia de la AR es probablemente multifactorial, y aunque los modelos
animales sugieren que depende tanto de factores exdgenos como de una susceptibilidad
genética, esta hipdtesis no es absolutamente extrapolable a humanos. En la enfermedad
humana no siempre existe un claro desencadenante externo que la preceda y, por otra
parte, la AR humana es un sindrome que incluye diferentes formas clinicas, radioldgicas

y serologicas.
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2.1. Factores genéticos

El primer factor genético que se descubrié asociado con enfermedades autoinmunes
como la AR fue el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, de Major
Histocompatibility Complex) (Winchester, 1981; Wandstrat y Wakeland, 2001), el locus
mas polimorfico de nuestro genoma constituido por dos tipos de genes que codifican
para los antigenos HLA (de Human Leukocyte Antigen) de clase I y II. Los alelos mas
conocidos son los de HLA DRBI, subtipos de DR4 y DRI que comparten una
secuencia conservada de aminoacidos en la tercera region hipervariable del DR4,
similar a “glutamina-leucina-arginina-alanina-alanina” (QKRAA) (Gregersen y col.,
1987). Esta secuencia o epitopo compartido (SE, de Shared Epitope) se situa en el
dominio implicado en la presentacion de antigenos al TCR (de T Cell Receptor). La
hipdtesis mas aceptada es que estos individuos tienen especial afinidad para presentar
antigenos potencialmente artritogénicos (Gregersen y col., 1987; Roudier, 2000). En
este contexto, se ha observado una alta afinidad entre los péptidos citrulinados y el SE,
lo que facilitaria la produccion de anticuerpos (Ac) citrulinados (anti-CCP, de anti-
Cyclic Citrullinated Peptides antibodies), de gran importancia en el desencadenamiento
de la enfermedad. Los pacientes homocigotos para el SE y con estos autoanticuerpos
padecen una AR mas agresiva (Gregersen y col., 1987; Jawaheer y col., 1994;
Klareskog y col., 2008; Snir y col., 2009). Otros estudios proponen como hipdtesis el
posible mimetismo de la molécula HLA con otras proteinas exodgenas de virus y
bacterias comunes, lo cual podria generar respuestas cruzadas entre antigenos exdgenos
y enddgenos. No obstante, a pesar de la evidencia que asocia la presencia del SE con el
desarrollo y gravedad de la AR, en algunas poblaciones el SE so6lo aparece en la mitad

de los pacientes (McDaniel DO y 1995; Balsa y col., 2000).

El segundo marcador genético mas importante asociado a la AR es la variacion en el
gen PTPN22 (de Protein Tyrosine Phosphatase, Non-receptor type 22), que codifica la
fosfatasa citoplasmica Lyp (de lymphoid specific phosphatase), un potente regulador
negativo de la activacion de células T (Gregersen y col., 2006). Esta fosfatasa se
expresa exclusivamente en células hematopoyéticas, con niveles elevados en neutrofilos
y células Natural Killer (NK) (Begovich y col., 2004). Diversos estudios han mostrado
una asociacion entre el polimorfismo funcional 1858C—T del gen PTPN22 con una

mayor susceptibilidad a padecer AR (Begovich y col., 2004; Orozco y col., 2005).
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Asimismo, dicho polimorfismo se ha encontrado significativamente asociado con la
presencia de Ac anti-CCP (Johansson y col., 2006) y Factor Reumatoide (FR) (Lee y
col., 2005), confiriéndole un papel como predictor del desarrollo de la AR.

Los analisis de GWAS (de Genome-Wide Association Studies) han confirmado la
asociacion de estos genes con la AR y han incluido otros genes como el TNFAIP2 (de
Tumor Necrosis Factor, Alpha-Induced Protein 2) o genes implicados en la regulacion
de la funcion de las células T (GZMB (de Granzyme B) y PRKCQ (de protein kinase C,
theta) (2007).

Por tultimo, existen otros genes asociados a una mayor susceptibilidad y/o gravedad
de la AR, en su mayoria relacionados con la inmunidad, principalmente con
mecanismos de presentacion antigénica y activacion de células T. Entre los genes
asociados a una mayor susceptibilidad a la AR implicados en la activacion de células T
destacan STAT (de Signal Transducer and Activator of Transcription)-4 (Remmers y
col., 2007; Orozco y col., 2008) y TAGAP (T-cell Activation RhoGTPase Activating
Protein) (Chen y col., 2011). Asimismo, algunos estudios vinculan un polimorfismo de
CCR6 (de C-C chemokine Receptor type 6), con mayor riesgo de padecer AR (Stahl y
col., 2010).

2.2. Factores ambientales

Los factores ambientales, en general, hacen referencia a infecciones y habitos de
vida. Aunque no existen pruebas epidemiologicas ni microbioldgicas sélidas, algunos
agentes infecciosos tanto virales (Virus linfotrépico humano tipo 1, Epstein-Barr,
Herpes simple, Rubéola o Parvovirus B19) como bacterianos (Mycoplasma,
Mycobacteria, Campylobacter, Yersinia o Salmonella) (Vaughan, 1990; Muller-Ladner
y col., 1998; Saal y col., 1999), pueden contribuir en la apariciéon de alteraciones del
sistema inmune que conducen al desarrollo de la AR en individuos genéticamente
predispuestos. Otros factores ambientales que pueden participar indirectamente son la
masa corporal, el antecedente de transfusiones sanguineas o el tabaco (Silman y col.,
1996; Stolt y col., 2003). El papel del tabaco como desencadenante de la enfermedad ha
sido muy estudiado. Estudios recientes apuntan a una interaccion entre los alelos del SE
y el tabaco que aumenta el riesgo de presentar Ac anti-CCP (Lundstrom y col., 2009;

Bang y col., 2010).
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3. Patogenia de la artritis reumatoide

La AR es una enfermedad inflamatoria crénica caracterizada tanto por una
alteracion de la inmunidad celular y humoral, como por alteraciones de los elementos
celulares residentes en el tejido conectivo que constituyen la MS. Multiples células y
mediadores inflamatorios se interrelacionan en un complejo entramado que tras iniciar
una respuesta inflamatoria andmala, mantienen y perpetiian los mecanismos que

conduciran a la destruccion articular.

Las primeras manifestaciones de la respuesta inflamatoria articular, parecen deberse
a un cambio microvascular y a un incremento en el nimero de células del lining o
hiperplasia sinovial. Aparte de la hiperplasia sinovial, existen numerosas caracteristicas
que definen la AR, como son la regulacion alterada de citoquinas, aumento en el
numero de fibroblastos reumatoides (Mor y col., 2005) con proliferacion en exceso de
células inflamatorias (Pap y col.,, 2000) principalmente macrdéfagos y linfocitos,

destruccion tisular y angiogénesis (Sakuma y col., 2007).

Las células endoteliales de los vasos se transforman y expresan en su superficie
moléculas de adhesion (van Dinther-Janssen y col., 1990) que facilitan el reclutamiento
de células mononucleares inflamatorias (Iguchi y Ziff, 1986; van den Berg y Bresnihan,
1999), en particular linfocitos T (LT) de memoria. La activacion de estas células
provoca la sintesis y liberacion de citoquinas que actuan principalmente sobre
macrofagos y Linfocitos B (LB), productores de inmunoglobulinas, FR y anti-CCP
(Petersen y col., 1983; Dorner y Burmester, 2003).

Los macrofagos activados son los principales productores de citoquinas
inflamatorias, entre ellas el TNF-a (de Tumor Necrosis Factor-alpha), que a su vez
induce la liberacion de otras citoquinas inflamatorias como IL (InterLeuquina)-1, IL-6 o
IL-8, implicadas en la angiogénesis y la proliferacion de los FS, induciendo PDGF (de
Platelet-Derived Growth Factor), FGF (de Fibroblast Growth Factor), y TGF-f (de
Transforming Growth Factor-beta). La activacion mantenida de estos tipos celulares

provoca las alteraciones estructurales propias de la AR.

Los neutréfilos son el componente celular predominante en el liquido sinovial,
mientras que las células T y macrofagos, y en menor medida las células B, plasmaticas,

dendriticas y mastocitos, se acumulan en el sublining sinovial (Helder y col., 1973).
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Desde el punto de vista histologico, la AR se caracteriza por un excesivo
crecimiento del /ining sinovial, con aumento en el numero de sinoviocitos tipo A o
macrofagos sinoviales y tipo B o FS. El importante crecimiento de la MS, formando el
denominado pannus, contribuye a la destruccién del cartilago, hueso subcondral y
ligamentos. Los osteoclastos por su parte, ejercen su accion osteolitica produciendo

erosiones Oseas que contribuyen a la destruccion progresiva de la articulacion.

El proceso de angiogénesis comienza con la produccion de proteasas desde células
endoteliales activadas, que degradan la membrana basal (Moses, 1997). Como
consecuencia, las células endoteliales migran a los tejidos, donde proliferan y se
diferencian formando nuevos vasos (Hirschi y D'Amore, 1996). La angiogénesis es un
proceso altamente activo en la AR, especialmente en fases iniciales y estd regulada por
diversos mediadores proangiogénicos como TGF-f, angiopoyetina y los factores de
crecimiento de placenta (PIGF, de Placental Growth Factor), de fibroblastos y de
crecimiento vascular (VEGF). Estos factores activan a las células endoteliales e inducen
la produccion de enzimas proteoliticas que degradan la membrana basal y la Matriz
ExtraCelular (MEC) perivascular. Los vasos de nueva formacién mantienen el estado
crénico inflamatorio transportando células inflamatorias y supliendo con nutrientes y
oxigeno al pannus (Koch, 1998). Sin embargo, también se ha descrito la presencia de
vasos inmaduros en el tejido sinovial reumatoide, donde la densidad de los vasos

aumenta en paralelo con la progresion de la enfermedad (Izquierdo y col., 2009).

Los FS en cultivo o transplantados a ratones inmunodeficientes muestran un
fenotipo proinflamatorio y agresivo consistente en un aumento de su capacidad de
adhesion, de la expresion de citoquinas y quimioquinas y de la produccion de
MetaloProteasas (MMP) y RANKL (de Receptor Activator for Nuclear factor kB
Ligand) (Muller-Ladner y col., 1996). Esto les permite perpetuar el reclutamiento de
células mieloides y linfoides y destruir el cartilago y hueso articulares (Qu y col., 1994).
Ademas, estas células muestran un crecimiento anormal, fundamentalmente mediado
por una resistencia a la apoptosis dependiente de receptores de muerte estimulados por
TNF-a, Fas o TRAIL (de Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand)
(Drynda y col., 2005; Morel y col., 2005).

Las hiperplasias sinovial y vascular no son ilimitadas, sino que paralelamente al
proceso de proliferacion existe un proceso de eliminacion activa de células endoteliales

y de sinoviocitos. En ambos tipos se observa apoptosis, aunque esta compensacion no
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parece completa en la AR y el resultado neto es que predomina la proliferacion de

ambos tipos celulares.

3.1. Componentes celulares implicados en la patologia de la AR

3.1.1. Papeldelos LT

Inicialmente, la AR fue considerada como una enfermedad dependiente de LB y
mediada por inmunocomplejos formados por el FR. Sin embargo, esta teoria no
explicaba la ausencia de FR en algunos pacientes con AR, ni la presencia de FR en
otras enfermedades autoinmunes o en individuos sanos. El papel de los LT empez6 a
definirse tras describirse la presencia de agregados de células TCD4+ (CD, de Cluster
of Differentiation) de memoria CD45RO en fases tempranas de la enfermedad y por la
asociacion de la AR con determinados genes del HLA tipo II. Las moléculas HLA
participan directamente en la presentacion de antigenos a las células T por las células
presentadoras de antigeno, macrofagos o células dendriticas, necesaria para su

respuesta.

La MS en la AR contiene gran cantidad de células T (Firestein, 2003). Sin embargo,
ha sido dificil definir el papel que éstas juegan en el mantenimiento y la propagacion de
la inflamacion articular. Recientemente, la utilizacion en el tratamiento de la AR de una
proteina de fusion CTLA-4 (de Cytotoxic T-Lymphocyte associated Antigen—4) humano
que inhibe la coestimulacion T via CD28, ha proporcionado una prueba indirecta pero
contundente de la importancia de los LT en la AR (Kremer y col., 2003). Los LT
participan activando o interaccionando con otras células implicadas en el mantenimiento
de la inflamacion y en la destruccion articular mediante la liberacion de mediadores
locales. Igualmente interaccionan con las células B, promoviendo la produccion de
autoanticuerpos. Ademads, las células T inducen la liberacion de proteasas en

macrofagos, fibroblastos, condrocitos y osteoclastos.
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3.1.1.1. LT helper CD4+

La diferenciacion de las células Th estd regulada por la interaccion de células
TCD4+ naive con células inmunes innatas que expresan MHC de clase II, moléculas

coestimuladoras y citoquinas inflamatorias.

Inicialmente se describieron dos tipos de LT helper (LTh), Th1l y Th2, (Tada y col.,
1978) capaces de actuar independiente y sinérgicamente para aumentar la respuesta de
las células B. Ambos subtipos celulares, se diferencian por su patron de produccion de
citoquinas (Mosmann y col., 1986). En presencia de IFN (InterFeroN)-y, las células
presentadoras de antigeno secretan IL-12 favoreciendo la diferenciacion de las células
TCD4+ naive a Thl (Hsieh y col., 1993), productoras de IL-2, TNF-a e IFN-y e
implicadas en la inmunidad celular y en la proteccion frente a patdgenos intracelulares
(Manetti y col., 1994; McKnight y col., 1994). En su diferenciacion intervienen factores
de transcripcion como STAT-4 activado por IL-12 (Jacobson y col., 1995) y T-bet (de
T-box-containing protein expressed in T cells) estimulado por IFN-y. Por otra parte, en
presencia de IL-4, las células TCD4+ naive se diferencian a células Th2 productoras de
IL-4, IL-10, IL-5, IL-13 (Mosmann y col., 1986; Mosmann y Coffman, 1989) e IL-25
(Fort y col., 2001) y median la inmunidad humoral y las respuestas alérgicas. En este
caso, STAT-6 activado por IL-4, induce la expresion de GATA-3, favoreciendo el
desarrollo de las células Th2 (figura 2).

Clésicamente se ha asumido que la AR era una enfermedad de tipo Th1 mediada por
células productoras de IFN-y con ausencia de citoquinas Th2, debido al bloqueo de la
artritis observado en ratones tratados con Ac especificos o deficientes en la subunidad
p40 de IL-12 (MclIntyre y col., 1996). Sin embargo, numerosos trabajos posteriores
hicieron pensar en un subtipo celular diferente responsable del desarrollo de la
enfermedad. Por un lado, se describid la existencia de IL-23 (Oppmann y col., 2000), un
miembro de la familia de IL-12 implicado en el desarrollo de las células T CD4
productoras de IL-17, que comparte la subunidad p40, aunque con una cadena diferente
(IL-23p19 en vez de IL-12p35). En este sentido, s6lo aquellos ratones deficientes en la
subunidad IL-12p35 eran susceptibles al desarrollo de CIA (Murphy y col., 2003). Por
otro lado, se evidencid el desarrollo de la artritis en ratones tratados con Ac anti-IFN-y y
en ratones deficientes en IFN-y o en la sefializaciéon mediada por su receptor (Vermeire

y col., 1997; Chu y col., 2003).
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El IFN-y, es capaz de activar macrofagos que contribuyen al proceso inflamatorio
aumentando la produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-1 y TNF-a, causando
dafio del cartilago articular (van Roon y col., 1995). Asimismo, estimula la produccion
de Ac IgG, los cuales se unen con elevada afinidad a receptores Fcy y proteinas del
complemento (Abbas y col., 1996). En la MS reumatoide se encuentra expresion de IFN-
v y otras citoquinas Th1, aunque en menor medida que otras citoquinas como TNF-a, IL-

1 e IL-6 (Firestein, 2003).

Diversos estudios han mostrado el papel de IL-4 en la AR, capaz de inhibir la
produccion de citoquinas proinflamatorias, la proliferacion de los sinoviocitos y la
destruccion y degradacion del cartilago articular (Dechanet y col., 1993) disminuyendo la
produccion de MMP y condrocitos. Asimismo, un estudio reciente muestra un descenso
en los niveles de CXCR3 y el receptor de IL-12 (marcadores de Thl) y un aumento en los
receptores CCR4 e IL-4R (marcadores de respuesta Th2) tras la terapia con anti-TNF en
pacientes con AR (Herman y col., 2011). El papel del factor de transcripcion GATA-3
como regulador de la artritis ha sido demostrado in vivo en ratones transgénicos GATA-3
con artritis experimental, los cuales presentan niveles reducidos de IL-17 y Roryt (de
Retinoic acid receptor-related orphan receptor-gamma-t) y una reduccion de la
inflamacién articular (van Hamburg y col., 2009) con aumento en la expresion de

citoquinas Th2.

Recientemente, se ha descrito una nueva linca de células TCD4+ efectoras
relacionadas con la autoinmunidad, las Th17, caracterizadas por la produccion de IL-17
(Harrington y col., 2005; Park y col., 2005), y potencialmente inhibidas por IFN-y e IL-
4. Un estudio realizado in vivo en un modelo animal de artritis, ha demostrado que el
bloqueo de IFN-y acelera el curso de la artritis y aumenta los niveles de IL-17 tanto en
suero como en articulacion (Sarkar y col., 2009). Las células Th17 son cruciales en la
defensa frente a infecciones fungicas (Huang y col., 2004) y bacterias extracelulares
(Happel y col., 2005). Muchas investigaciones actuales desarrolladas en modelos
animales demuestran la relevancia de IL-17 (Murphy y col., 2003), al tiempo que
estudios descriptivos de perfiles de citoquinas muestran la abundancia de esta citoquina
en la sinovial reumatoide (Chabaud y col., 1999; Ziolkowska y col., 2000). Esta
citoquina actlia sobre células epiteliales, endoteliales, fibroblastos y células mieloides,
induciendo la secrecion de diferentes mediadores como IL-8, CXCL [chemokine (C-X-

C motif Ligand]-1, CXCL6, GM-CSF (de Granulocyte-Macrophage-Colony-
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Stimulating Factor), TNF-a, IL-6 e IL-1B. La IL-17 induce la activacion de RANK-L
en condrocitos y osteoblastos (Lubberts y col., 2003) favoreciendo la erosion de hueso
y cartilago y la osteoclastogénesis y estimula la actividad MMP de la matriz (Koenders
y col.,, 2006). Ademas, IL-17 promueve la granulopoyesis y la acumulacién de

neutréfilos para la eliminacion de patogenos (Forlow y col., 2001).

Las dianas celulares y los efectos bioldgicos de la IL-17 en modelos murinos son
consistentes con el papel clave de las células Th17 en la sinovitis, el dafio articular y la
destruccion de hueso y cartilago (Pollinger y col., 2011). Diversos estudios han
definido el papel de la IL-17 no solo en la induccién de la inflamacion local de las
articulaciones en ratones con CIA (de Collagen Induced Arthritis), sino también en la
activacion de las células T especificas para el CII en la fase temprana de la enfermedad
(Nakae y col., 2003). De la misma manera, el bloqueo de la IL-17 en una fase tardia de
la enfermedad puede reducir la produccion de citoquinas proinflamatorias, asi como la
gravedad del proceso inflamatorio (Lubberts y col., 2004). Al principio, se asumid que
la produccion de esta citoquina dependia de las células Thl ya que se describié siempre
en asociacion con IFN-y pero no con IL-4 en las células T procedentes de la sinovial

reumatoide (Chabaud y col., 1999).

Las caracteristicas fenotipicas y funcionales de las Th17 murinas estdn bastante
definidas y existe mucha informacion sobre los factores implicados en su diferenciacion
y activacion. Inicialmente, se describi6 que la diferenciacion de células Taff CD4+
naive a células Th17 murinas era dependiente de la presencia de TGF-f e IL-6 (Bettelli
y col., 2006; Mangan y col., 2006; Veldhoen y col., 2006), y de la activacion de los
factores de transcripcion Roryt y Rora (Ivanov y col., 2006; Yang y col., 2008). En
contraste con lo que ocurre en la diferenciacion de las células Thl y Th2, en la que es
necesaria la presencia de IFN-y e IL-4 respectivamente, la diferenciacion y expansion
de las células Th17 no requiere la presencia de IL-17. Diversos estudios han mostrado,
por otra parte, que la IL-21, un miembro de la familia de citoquinas IL-2, coopera con
TGF-p para inducir la diferenciacion de células Th17 en ausencia de IL-6 (Korn y col.,
2007; Nurieva y col., 2007). En este sentido, células T deficientes en el receptor de IL-
21, no son capaces de generar una respuesta Th17 (Korn y col., 2007; Nurieva y col.,
2007). La IL-21 es un factor regulador importante en la produccion de IgG en la
respuesta humoral dependiente de células T (Mehta y col., 2004; Leonard y Spolski,

2005). En asociacion con IL-23, inducen Roryt, un factor de transcripciéon que en
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sinergismo con STAT-3 promueve la expresion de IL-17 (Zhou y col., 2007). Otros
autores han descrito que la delecion en células T de los genes que codifican la
transcripcion de STAT-3, impide la produccion de IL-17 (Yang y col., 2011). Los
miembros de la familia de proteinas STAT, activados por diversas citoquinas,
proporcionan una regulacion, positiva o negativa, en el desarrollo de las Th17. De
hecho, estudios de GWAS han asociado la sefializacion de diversas citoquinas y STAT
con varias enfermedades autoinmunes. STAT-3 es necesario para la expresion de los
genes IL-17 y Roryt, anadlogo a lo que ocurre con STAT-4 y STAT-6 en la
diferenciacion de Thl y Th2, respectivamente (Mathur y col., 2007).

IL-2
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TNF
A INMUNIDAD CELULAR
GA TH1 PATOGENOS
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IL-10 IL-10
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Figura 2. Proceso de diferenciacion de las células T naive.

Aunque la IL-6 activa tanto STAT-3 como STAT-1, la activacion de STAT-3 se

mantiene mientras que la activacion de STAT-1 estd suprimida en las células Th17
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(Kimura y col., 2007). De hecho, IL-27 e IFN-y inhiben el desarrollo de las células
Th17 por un mecanismo dependiente de STAT-1. Otros factores de transcripcion
implicados son el IRF-4 (de Interferon Regulatory Factor-4), que participa tanto en la
diferenciacion de las células Th2 como en las Th17 (Brustle y col., 2007) y T-bet,
regulador negativo de las Th17 (Rangachari y col., 2006) y capaz de suprimir el
desarrollo de la artritis (Kondo y col., 2012).

De forma paralela, se ha descrito el papel de la sefalizacion de la IL-1 en el
desarrollo de las células Th17. La expresion de su receptor (IL-1R1) en células T es
necesaria para la diferenciacion de las células Th17 e induce la expresion de IRF-4 y
Roryt (Chung y col., 2009). Por lo tanto, IL-1 favorece la expresion génica de IL-17A,
IL-17F, IL-21, IL-22 e IL-23R, el receptor de la IL-23 (Sha y Markovic-Plese, 2011).
Ratones deficientes en el antagonista de IL-1R, no deficientes en IL-17, desarrollan
artritis espontanea debida a la activacion de IL-23 y la consecuente diferenciacion de

las células Th17 (Horai y col., 2000).

La IL-23 es producida por células dendriticas activadas e induce la supervivenvia y
expansion de las células Th17 previamente diferenciadas (Veldhoen, Hocking et al.
2006). En ausencia de IL-23, las células Th17 se detienen en una fase temprana de su
activacion, su proliferacion disminuye, y por lo tanto, se reduce el porcentaje de células
Th17 efectoras en los nodos linfoides (McGeachy y col., 2009). Sin embargo, un
estudio reciente ha demostrado que la diferenciacion de las células Th17 murinas en
EAE (de Experimental Allergic Encephalomyelitis), puede ocurrir en ausencia de TGF-
B y en presencia de IL-6, IL-23 e IL-1PB (Ghoreschi y col., 2010), similar a lo propuesto
inicialmente en humanos. Estas células Th17 inducidas por IL-23 con fenotipo
patogénico, coexpresan Roryt y T-bet y pueden dar lugar a células productoras de IL-
17/TFN-y, a diferencia de las células Th17 inducidas por TGF-f, consideradas como no

patogénicas.

La diferenciacion de las Th17 humanas tiene una enorme flexibilidad y plasticidad.
Un ejemplo de ello es que se han descrito células productoras solo de IL-17 y otras que
producen tanto IL-17 como IFN-y (Annunziato y col., 2007). Se desconoce si
corresponden a dos subtipos celulares distintos o si estdn relacionados durante el
desarrollo. Ambos subtipos expresan CCR6 e IL-23R en su superficie, pero las células
que solo sintetizan IL-17 expresan ademas CCR4 y las que producen IL-17/IFN-y

expresan CXCR3 y expresan niveles similares de los factores de transcripcion Roryt y
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T-bet. Funcionalmente, el primer subtipo participa en la defensa frente a Candida
albicans y el segundo lo hace frente a Mycobacterium tuberculosis (M. Tuberculosis).
Su diferenciacion no depende de la presencia de TGF-f, y la sintesis de IL-17 puede
inducirse por multiples vias como la activacion del TCR a través del factor de
transcripcion NF-AT (de Nuclear Factor of Activated T cells) o en presencia de 1L-23
que activa la expresion de STAT-3 y STAT-4 (Chen y col., 2007; Chen y O'Shea,
2008). Otros trabajos, apuntan a la presencia de IFN-y, que junto con IL-12, producen
c¢lulas Th1/Th17, a partir de células Th17 (Lexberg y col., 2010). Quiza el rasgo mas
distintivo de las células Th17 tanto productoras de IL-17 como de IL-17/IFN-y es que
son altamente resistentes al efecto regulador de las Treg CD4+CD25bright+Foxp3+ (de
Forkhead box p3).

En la diferenciaciéon de las Th17 humanas, diversos mecanismos pueden estar
implicados. En primer lugar, se defini6 que la diferenciacion de las células Th17
humanas ocurria en ausencia de TGF-B (Acosta-Rodriguez y col., 2007), y que la
combinacion de IL-1p, IL-6 e IL-23 eran capaces de actuar sobre células T de memoria
para producir IL-17. Sin embargo, otros trabajos exponen un papel de TGF-f, que junto
con IL-21 y la expresion de Rorc2 promueven la diferenciacion de TCD4+ naive a
células Th17 (Yang y col., 2008). En este sentido, TGF-f, a través de IL-21, suprimiria
la induccion de T-bet. Los Gltimos trabajos, apuntan a una interaccion de células madre
mesenquimales derivadas de médula dsea o FS con células T como promotoras de la
activacion y expansion de las células Th17, las cuales podrian contribuir a la cronicidad

de la AR (Eljaafari y col., 2012).

Recientemente se ha descrito un nuevo subtipo de células Th, las Th9, productoras
de IL-9 e IL-10. La diferenciacion de estas células a partir de células T naive depende
de TGF-B e IL-4 (Dardalhon y col., 2008), aunque el tratamiento de células Th2 con
TGF-pB también es capaz de producir células Th9. A pesar de la produccion de IL-10, al
no expresar Foxp3, no se consideran células reguladoras sino células promotoras de la
inflamacion. De hecho, aunque su papel en la AR no ha sido investigado, en otros
modelos de enfermedad inflamatoria como la EAE se ha sefialado que pueden actuar
como inductoras de la inflamacion (Jager y col., 2009). Asimismo, se ha demostrado
que la estimulacion con TGF-B e IL-1-f induce células CD4 IL-9+/IL-17+ en pacientes
con diabetes autoinmune (Beriou y col.,, 2010), de ahi su posible papel en otras

patologias autoinmunes.
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Las células Th22 se caracterizan por producir IL-22 pero no IL-17 o IFN-y (Trifari
y col., 2009) y expresar CCR10 en su superficie. A diferencia de las células Th9, para
su diferenciacion no es necesaria la presencia de TGF-B. Este subtipo celular fue
identificado por primera vez en enfermedades inflamatorias de la piel. En pacientes con
AR, se ha observado que la presencia de células Th22 y los niveles elevados de 1L-22

correlacionan con pardmetros clinicos de enfermedad (Zhang y col., 2011).

3.1.1.2. LT citotéxicos (LTc) CD8+

Los LTc estdn encargados de las funciones efectoras de la inmunidad celular
reconociendo células infectadas o tumorales para destruirlas mediante moléculas que
activan la apoptosis de la célula diana. Los LTc constituyen aproximadamente un 40%
del infiltrado total de LT en la sinovial reumatoide (Mclnnes, 2003). Las células
TCD8+ efectoras de la sinovial reumatoide, inducen la sintesis de granzima B y
citoquinas proinflamatorias (IFN-y, TNF-a, IL-17 o IL-6), las cuales juegan un papel
importante en el mantenimiento de la sinovitis cronica en el modelo de raton K/BxN de
artritis cronica espontanea (Raposo y col., 2010). Sin embargo, el papel de las células
CD8+ en el inicio de la artritis no estd muy definido, como demuestran numerosos
estudios realizados en modelos animales. Unos autores apuntan a su importancia como
supresoras de la artritis (Kadowaki y col., 1994), mientras que otros muestran un papel
de las células CD8+ como desencadenantes de la enfermedad (Tada y col., 1996),
aunque Unicamente en la fase previa al refuerzo con Colageno tipo II (CII). Incluso se
ha postulado que la deplecion de las células CD8+ no afecta al desarrollo de la artritis
(Ehinger y col., 2001). El papel de TGF-B en las células CD8+ es multiple. Por un lado,
TGF-B induce la expresion de Foxp3 en las células CD8+, dando lugar a células
TregCD8+. Por otro lado, es capaz de suprimir la expresion de IFN-y y perforina
producida por las células CD8+, y controlar su proliferacion (Ahmadzadeh y
Rosenberg, 2005). Aparte de las cé¢lulas TCD8+ secretoras de granzima, se ha descrito
otro subtipo de células proinflamatorias TCD8+ productoras de IL-17, no productoras
de granzima, implicadas en el reclutamiento celular pero con baja actividad citotdxica

(Huber y col., 2009). Dichas células se diferencian gracias a IL-6 o IL-21 en
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combinacion con TGF-B, y se caracterizan por una elevada expresion de STAT-3 y

Roryt.

3.1.1.3.LT y3

Los LT y6 poseen un TCR especifico compuesto por las cadenas glicoproteicas y0 y
constituyen aproximadamente el 5% del total de los LT. Estudios previos realizados
mediante citometria de flujo, ya mostraban la presencia de células Tyd en sangre
periférica (Kowal-Bielecka y col., 2001) y en mayor medida en el tejido sinovial de
pacientes con AR (Brennan y col., 1988). Las células Tyd producen elevadas cantidades
de citoquinas efectoras, incluyendo IL-17 e IFN-y, inducen polarizaciéon funcional de
células Tap y la eliminacion directa de patdgenos (Roark y col., 2008). Estudios
basados en el modelo de CIA en ratones muestran el papel de estas células como
principales productoras de IL-17 (Ito y col., 2009; Martin y col., 2009) en la
articulacion inflamada. Sin embargo, el desarrollo de la artritis en ratones deficientes en
células Tyd ha demostrado que estas células no son necesarias para la induccion de CIA
(Corthay y col., 1999), a diferencia de lo que ocurre con la ausencia de células Taf. Las
células Tyd no reconocen el CII pero si proliferan en respuesta a IL-23, de ahi su papel
inflamatorio en fases mas tardias. La diferenciacion de las células Tyd productoras de
IL-17 no ha sido tan estudiada como la diferenciacion de las Th17. Sin embargo, se ha
sugerido que la produccion de IL-17 en estas células podria estar mediada por
citoquinas inflamatorias, mas que por un proceso mediado por la sefial del TCR. Las
células Ty productoras de IL-17 expresan Roryt, IL-23R, TLR2 y CCR®6, el receptor de
CCL20, una quimioquina expresada en FS y regulada en procesos inflamatorios (Martin
y col., 2009). Ademas de producir IL-17, producen IL-21 e IL-22 en respuesta a IL-1P e
IL-23 y son capaces de amplificar la produccion de IL-17 en células Th17 (Sutton y
col., 2009).
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3.1.1.4. Células Treg

Las células Treg son una subpoblacion especializada de LT que actia suprimiendo
la activacion del sistema inmunitario, para mantener la homeostasis y favorecer la
tolerancia inmune. Defectos en la funcion de las células Treg pueden dar lugar al
desarrollo de la autoinmunidad (Brunkow y col., 2001), mientras que un aumento en su
funcion puede conducir a la supresion de la inmunidad tumoral. Uno de los factores
patogénicos propuestos en la sinovitis cronica es un defecto de los mecanismos
fisioldgicos que controlan la respuesta inflamatoria, entre los que se encuentran estas
células Treg. Las células Treg humanas fueron caracterizadas por primera vez como
células TCD4+ con expresion constitutiva de la proteina transmembrana CD25, que
corresponde a la cadena alpha del receptor de la IL-2 (Sakaguchi y col., 1995).

Las células Treg pueden desarrollarse dentro del timo a partir de precursores de
células TCD4+ en presencia de TGF- e IL-2, dando lugar a células Treg naturales
(nTreg) productoras del factor de transcripcion Foxp3 (Fontenot y col., 2005). Estas
células expresan el factor de transcripcion Helios, que se une al promotor de Foxp3 para
regular su expresion (Getnet y col., 2010). En la periferia, las células TCD4+ naive
pueden convertirse en células Treg inducibles (iTreg) a través de la sefializacion de
STAT-5 en presencia de TGF-f, incrementando asi la expresion de Foxp3 (Chen y col.,
2003). La sefalizacion a través de TGF- en las células TCD4+ es absolutamente
necesaria para inducir la expresion de Foxp3, ya que se ha demostrado que células
TCDA4+ deficientes en dicha sefializacion no pueden generar células Treg/Foxp3+ tanto
in vivo como in vitro (Fantini y col., 2004; Liu y col., 2008). Por el contrario, citoquinas
proinflamatorias como IL-6 e IL-21 pueden inhibir la diferenciacion de las iTreg
inducida por TGF-B. Las células Treg secretan pequenas cantidades de IL-2 ¢ IFN-y,
mientras que producen elevadas cantidades de IL-10, IL-35 y TGF- (Nakamura y col.,
2001; Collison y col., 2007), favoreciendo la supresion inmune. Las células Treg
inhiben la proliferacion de las células T y su produccién de citoquinas y, en este sentido,
su déficit se ha asociado a procesos autoinmunes tanto en ratones como en humanos.
Asimismo, las células Treg ejercen una funcion reguladora en monocitos, macrofagos y
células B. La células Treg generadas durante la respuesta inmune normal, se
caracterizan por expresar los marcadores de superficie CD25, CD27 y bajos niveles
CD127 (cadena alfa del receptor de IL-7) (Liu y col., 2006; Seddiki y col., 2006), asi

como el factor de transcripcion Foxp3.
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Hasta el momento, se han descrito otros tipos de células con capacidad reguladora:
las células Trl que ejercen su funcion supresora dependiente de la presencia de IL-10
(Roncarolo y col., 2006) y pueden desarrollarse a partir de células Thl o Th2, células
Th3 productoras de TGF-3 (Chen y col., 1994) y células Treg CD8+ que pueden ejercer
una funcién supresora muy potente aunque su papel in vivo ain no estd muy definido.
Muy recientemente, se ha descrito un tipo de células iTreg productoras de IL-35, las
1Tr35. La senalizacion de estas células estd mediada por los factores de transcripcion
STAT-1y STAT-4. IL-35 suprime la proliferacion de las células T y produce células
1Tr35 a partir de células T naive (Collison y col., 2012).

La incapacidad relativa para controlar la sinovitis cronica puede deberse bien a que
las células CD4+CD25- no respondan a los efectos reguladores de las células Treg o
bien a un fallo primario de éstas. De acuerdo con lo observado en modelos animales
como el de CIA, o artritis inducida por antigeno (AIA, de Antigen Induced Arthritis), se
ha demostrado que la deplecion de células CD25+ previa a la inmunizaciéon o a la
presentacion de la enfermedad, lleva a una respuesta inmune celular y humoral
incrementadas y a una exacerbacion de la artritis (Morgan y col., 2003; Frey y col.,
2005). Por el contrario, la transferencia de células T CD4+CD25+ en el momento de la
inmunizaciéon disminuye la gravedad de la enfermedad observandose una mayor
acumulacion de estas células en la sinovial. Algo parecido ocurre si la transferencia de
células Treg es previa a la inmunizacion, siendo el efecto mas potente si la inyeccion se
realiza de forma sistémica que directamente en la articulacion (Ohata y col., 2007). En
los pacientes con AR, las células Treg CD4+CD25+ estan presentes tanto en el liquido
sinovial (van Amelsfort y col., 2004; Leipe y col., 2005) como en sangre periférica. En
estos pacientes, las células Treg representan un 5-10% de las células CD4+ en sangre
periférica (Dieckmann y col., 2001), y se ha descrito un niimero menor de las células
CD25bright que son las que realmente se consideran como células reguladoras (de Kleer
y col., 2004). Estas células mantienen algunas caracteristicas de las células Treg, como
la expresion de Foxp3, la anergia a la estimulacion del TCR y la capacidad de inhibir la
proliferacion in vitro de células T efectoras procedentes de la sinovia y de sangre
periférica. Sin embargo, han perdido la capacidad para suprimir la secrecion de
citoquinas proinflamatorias (Ehrenstein y col., 2004). En presencia de niveles elevados
de TNF-a, que acttia a través del receptor TNFRII, se inhibe la funcion reguladora de

las células Treg y la expresion de ARN (Acido RiboNucleico) mensajero (ARNm) y
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proteina correspondiente a Foxp3 (Valencia y col., 2006). Asimismo, diversos estudios
han demostrado que IL-4 puede inhibir la induccién de Foxp3 por un mecanismo
dependiente de GATA-3 y STAT-6 (Mantel y col., 2007). La regulacion del promotor
de Foxp3 depende, entre otros, del factor de transcripcion NF-AT y la sefalizacion de
Smad-3 inducida por TGF-B (Tone y col., 2008). De hecho, TGF-3 media la expresion

de Foxp3 por unién directa al promotor de Smad.

El tratamiento de la AR con terapia anti-TNF-a, inhibe la proliferacion de las
células T y la sintesis de citoquinas y restablece el fenotipo supresor de las células Treg
(Ehrenstein y col., 2004; Valencia y col., 2006; Bayry y col., 2007). El incremento en el
numero de las células Treg en sangre periférica se asocia proporcionalmente con el
descenso en los niveles de proteina C reactiva. Un posible mecanismo de accion de este
tipo de terapia es que actiie incrementando la proporcion de células CD4+CD25bright+,
o bien que el tratamiento sea capaz de inducir la diferenciacion de células Treg a partir
de células CD4+CD25+. Esta poblacion se diferencia del de las células nTreg en que no
expresan CD62L ni CCR7 y en que su efecto depende de la produccion de TGF-f e IL-
10 (Nadkarni y col., 2007). Un estudio reciente realizado en pacientes con AR tratados
de forma combinada con anti-TNF-o y metotrexato muestra una disminucion en el ratio
Th17/Treg con niveles reducidos de IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-17, e IL-23 y un aumento
significativo de TGF-B (Lina y col., 2011). Similar a lo que ocurre con la terapia anti-
TNF, se ha demostrado que el tratamiento con CTLA-4Ig (abatacept) aumenta la
funciéon reguladora de los linfocitos CD4+CD25+ (Alvarez-Quiroga y col., 2011).
Asimismo, en un modelo de CIA, CTLA-4Ig fue capaz de reducir los signos de
inflamacion, aumentando el porcentaje de células Treg tanto en bazo como en
articulacion (Ko y col., 2010). Por el contrario, el tratamiento de los pacientes de AR
con Ac anti-IL-6R (tocilizumab) o anti-CD20 (rituximab) no han mostrado hasta el
momento diferencias en la frecuencia de células Treg (Betts y col., 2011; van de

Veerdonk y col., 2011).
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3.1.1.5.Células NK

Las células NK constituyen alrededor del 10% de la poblacion linfoide y participan
activamente en la defensa del organismo frente al crecimiento de células tumorales y en
infecciones, principalmente de tipo viral. El fenotipo caracteristico de las NK es CD16-
CD56+, CD3-, y TCR-. Estas células se encuentran mayoritariamente en sangre
periférica, donde pueden recibir sefiales activadoras o inhibidoras. En procesos
inflamatorios como la AR, las células NK migran al liquido sinovial donde se
encuentran en porcentajes semejantes a los de sangre periférica. El uso de Ac capaces
de activar a las células NK, ha sido probado en el modelo murino de CIA (Leavenworth
y col., 2011), donde se ha descrito que reduce la progresion de la enfermedad. Sin
embargo, otros estudios muestran un efecto terapéutico beneficioso en el mismo

modelo de CIA tras el bloqueo del receptor NKG2D (Andersson y col., 2011).

3.1.2. Papel de los LB

Las c¢lulas B, ademds de producir Ac, pueden contribuir como células
presentadoras de antigeno y productoras de citoquinas y quimioquinas que potencian la
activacion de las células T. El patron de distribucion de estas células y su relacion con
las células dendriticas foliculares puede ser muy variable. Pueden organizarse formando
foliculos secundarios, redes irregulares con las células dendriticas o dando un patrén
difuso con alguna célula dendritica aislada. De esta manera, se establece un entorno
adecuado para la maduracion del LB, que derivard en la formacion de autoanticuerpos,
entre ellos el FR, un autoanticuerpo IgM dirigido contra la parte terminal de la region
constante de la cadena pesada de la IgG. Ademas del FR, se ha descrito la presencia de
otros autoanticuerpos, en particular, los anti-CCP que reconocen diferentes proteinas en
forma citrulinada en las que se ha producido una transformaciéon enzimatica
(deiminacion) de sus residuos arginina a citrulina (Cantaert y col., 2006). Los LB del
tejido sinovial muestran ademas especificidad para el CII, ADN (Acido
DesoxirriboNucleico), toxoide tetdnico, antigenos mitocondriales y “heat shock
protein” (HSP) bacterianas, aunque la contribucion de estos autoanticuerpos es de

momento hipotética (Tsoulfa y col., 1989; Klareskog y Olsson, 1990; Lydyard y col.,

21



Introduccion

1990). Ademas de producir autoanticuerpos y diferentes citoquinas y quimioquinas, los
LB en la sinovial reumatoide son los principales productores de RANKL (Yeo y col.,

2011).

La relevancia patogénica de los LB viene demostrada ademas por la eficacia de los
farmacos actualmente desarrollados frente a esta diana celular. Entre ellos destacan el
rituximab, el inico aprobado para uso terapéutico en la AR, particularmente eficaz en
los pacientes con AR que tienen FR positivo (Silverman y Weisman, 2003),

ofatumumab y veltuzumab (Castillo y col., 2009) y otros como belimumab o TACI-Ig.

3.1.3. Neutrofilos

Los neutréfilos son el tipo celular mas abundante del liquido sinovial, y tienen
capacidad para sintetizar TGF- e IL-8, mediadores esenciales en el reclutamiento de
neutrofilos, estableciendo asi un circuito autocrino. Este componente celular es capaz de
fagocitar complejos inmunes generando mediadores proinflamatorios como
leucotrienos, prostaglandinas y productos derivados de su propia degranulacion. De esta
manera, los neutrofilos dafian el cartilago articular al liberar al liquido sinovial el
contenido de sus lisosomas, con proteasas y radicales libres de oxigeno (Chatham y col.,

1993).

3.1.4. Macroéfagos

Los macrofagos sinoviales, junto con los FS, desempefian un papel importante en la
destruccion tisular caracteristica de la AR y constituyen la fuente principal de
produccion de MMP. La produccion de MMP esta directamente regulada por citoquinas
proinflamatorias como IL-1, TNF-a y TGF-f, secretadas a su vez por los macréfagos
residentes de la sinovial. Los condrocitos responden a las mismas citoquinas con una
disminucién en la sintesis de coldgeno y proteoglicanos y sintetizan colagenasa
responsable de la degradacion de estas proteinas. Por ultimo, los macrofagos inducen

angiogénesis mediada por TNF-a y participan en la fibrogénesis favoreciendo la
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quimiotaxis de otras células inflamatorias mediante la produccion de quimioquinas y
proteasas que dan lugar a la destruccion de la articulacion (Leibovich y col., 1987;
Kennedy y col., 2011). El tratamiento de los pacientes con AR con abatacept ha
demostrado un efecto antiinflamatorio sobre los macrofagos sinoviales reumatoides
(Brizzolara y col., 2011). Asimismo, algunos inhibidores de kinasas reducen la
localizacion nuclear de NF-xB (de Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells), bloquean la activacion de los macrofagos sinoviales reumatoides y

suprimen el desarrollo de la artritis (Yarilina y col., 2012).

3.1.5. Fibroblastos sinoviales

Los FS son células mesenquimales CD45- con un fenotipo diferente segin la
localizacion tisular en la capa intima o subintima de la sinovial. Se identifican por su
morfologia en forma de huso, su capacidad de adherencia y la ausencia de marcadores
de otras lineas celulares. Incluso in vitro, los FS son capaces de mantener su fenotipo
tras varios pases celulares. Fisiologicamente, actian proporcionando nutrientes para el
cartilago y proteoglicanos para lubricar la superficie articular. Numerosos trabajos
demuestran la implicacion patogénica de los FS en el desarrollo de la artritis (Huber y
col,, 2006; Bartok y Firestein, 2010). Los FS expresan diferentes receptores de
membrana de adhesion por los que se anclan a la MEC y regulan el reclutamiento de
células al espacio sinovial. Estas células son muy versatiles con capacidad para
diferenciarse a otros tipos de células del tejido conectivo como cartilago, hueso,

adipocitos y células musculares lisas.

El aumento de la proliferacion, caracteristico de los FS en la MS, se debe a su
capacidad para seguir haciéndolo in vitro incluso en ausencia de estimulos externos y
porque expresan de forma aumentada determinados factores de crecimiento como
PDGF, determinados protooncogenes como c-myc, ras o myb, y el factor MIF (de
Macrophage migration Inhibitory Factor). Sin embargo, in vitro, los FS de AR no
proliferan mas rapido que los procedentes de pacientes con artrosis, y, por tanto, el
exceso de proliferacion no justifica aisladamente la hiperplasia sinovial. La otra

explicacion alternativa consiste en un defecto de apoptosis de los FS (Franz y col.,
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2000; Baier y col., 2003; Palao y col., 2004; Drynda y col., 2005), bien por ser
incapaces de completar las vias iniciadas por estimulos proapoptoticos, o bien por ser

parcialmente resistentes a los estimulos apoptoticos.

La activacion de los FS en la AR puede producirse de manera dependiente e
independiente de la presencia de citoquinas proinflamatorias. En presencia de citoquinas
como TNF-a e IL-1p, se activan vias de sefializacion intracelular dependientes de NF-
kB, MAPK (de Mitogen-Activated Protein Kinase) y PI-3 quinasa lo que mantiene el
entorno inflamatorio sinovial al inducir a su vez la expresion de enzimas catabolicos y
favorecer la resistencia a la apoptosis. Pero, ademas, los FS en la AR expresan TLR (de
Toll Like Receptor) en su membrana, sobre todo TLR2 y TLR3 que tras ser activados en
presencia de células Thl y Th2 son capaces de activar AP-1 y NF-kB y, de manera
secundaria, la produccién y secrecion de citoquinas, quimioquinas y MMP (Schurigt y
col., 2008). Esto demuestra la implicacion directa de los FS en la inmunidad innata, su
participacion desde fases muy precoces de la AR y en la induccion de una respuesta
inflamatoria dependiente de TLR. Los FS reumatoides, como consecuencia de las dos
vias de activacion, secretan mediadores efectores implicados en diferentes procesos que
componen la respuesta inflamatoria como la angiogénesis o la quimiotaxis. En este
sentido, liberan citoquinas proinflamatorias y angiogénicas, otros factores de
crecimiento angiogénicos, quimioquinas y factores implicados en la degradacion de la

MEC.

Mediante analisis por microarrays se han identificado dos subgrupos de fibroblastos
en la MS reumatoide. En los tejidos mas inflamatorios predomina el grupo que expresa
TGF-B y el gen inducible por activina A, ambos caracteristicos de los miofibroblastos.
El otro grupo expresa genes regulados por el factor de crecimiento de tipo insulina
(IGF, de Insulin-like Growth Factor) y aparecen en membranas sinoviales menos
inflamadas (Kasperkovitz y col., 2005). Otros estudios han demostrado la influencia de
la hipoxia en el patron diferencial de expresion génica entre FS de pacientes con AR y
pacientes sanos Esto puede deberse a cambios adquiridos en la articulacion tras su
exposicion prolongada a la hipoxia. Entre los genes mas relevantes relacionados con
respuestas inflamatorias observados en FS de pacientes con AR bajo condiciones de
hipoxia, se han encontrado el gen de la IL-6 y el gen del receptor de la IL-17 (IL-17R)
(Del Rey y col., 2010).
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3.2. Mediadores solubles implicados en la patologia de la AR

El proceso de inflamacion crénica de la AR va a depender tanto de las interacciones
celulares como de la presencia de mediadores solubles liberados por las células
inflamatorias y residentes, y que actian tanto sobre las células adyacentes como a
distancia. Entre los mediadores solubles, se encuentran quimioquinas, citoquinas

proinflamatorias, moléculas de adhesion o factores de crecimiento.

Las quimioquinas constituyen una superfamilia de citoquinas con propiedades
quimiotacticas, con funcién activadora sobre los leucocitos y el desarrollo linfoide. Estan
implicadas en procesos de proliferacion y supervivencia celular, angiogénesis y
regulacion de la apoptosis. Las quimioquinas ejercen su accion a través de receptores
especificos de membrana, que pueden unirse a mas de una quimioquina. En la sinovial
reumatoide se ha detectado la expresion de multiples quimioquinas con un efecto global
proinflamatorio e inductor de una respuesta Thl. Algunas quimioquinas presentes en la
AR como SDF-1, considerada como una quimioquina constitutiva y no inducible, estan
implicadas en la angiogénesis de la MS (Pablos y col., 2003). Los FS son capaces de
producir SDF-1 y CXCL16 favoreciendo la acumulacion de células T de memoria en la
articulacion inflamada (Nanki y col., 2000; Patel y Haynes, 2001; Patel y col., 2001;
Schmutz y col., 2005; Tsubaki y col., 2005).

En la cavidad sinovial reumatoide, multiples citoquinas proinflamatorias
desempefian un papel esencial en el desencadenamiento y mantenimiento de la
respuesta inflamatoria. Dentro de las citoquinas destacan fundamentalmente IL-1, TNF-
a, [L-6, IL-15, IL-17, IL-23 e IL-27. Todas ellas han supuesto una diana terapéutica y
frente a todas se han desarrollado diferentes estrategias. La IL-1 y el TNF-a son
sintetizadas mayoritariamente por macroéfagos en respuesta a estimulos inflamatorios, y,
actualmente se consideran los principales mediadores de la respuesta inflamatoria en la
AR. En concreto, contribuyen de forma esencial a la degradacion de la MEC (Migita y
col., 1996), destruccion del cartilago y resorcion 6sea (Migita y col., 1996; Joosten y
col., 1999). Ademas, inducen la proliferacion de los FS contribuyendo a la hiperplasia
sinovial caracteristica de la AR, favorecen el reclutamiento de las células inflamatorias,
inducen la expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1 y VCAM-1 (de Vascular
Cell Adhesion Molecule-1) sobre células endoteliales, monocitos y FS, y favorecen el

desarrollo de la neoangiogénesis (Hu y col., 1994; Jorgensen y col., 1996).
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El significado patolégico de la IL-6 en la AR se ha establecido por su elevada
concentracion en suero y liquido sinovial (Hirano y col., 1988), asi como por su
capacidad para activar los osteoclastos favoreciendo la resorcion oOsea. Los niveles
séricos de IL-6 en los pacientes con AR se han relacionado con el grado de actividad y
gravedad clinica y de dafio radiologico (Houssiau y col., 1988; Madhok y col., 1993).
La IL-6 es capaz de activar las células T, inducir el crecimiento y la supervivencia de
las células plasmaticas y favorecer la sintesis de Ac para contribuir al mantenimiento de
la respuesta autoinmune reumatoide. Asimismo, la IL-6 es el principal inductor de la
proteina C reactiva, implicada en la respuesta sistémica a la inflamacion. En Ia
actualidad existe una estrategia terapéutica, tocilizumab, un Ac monoclonal frente al
receptor de IL-6 (Choy y col., 2002).

La IL-15 es una citoquina que se expresa en multiples tipos celulares. Tanto la
citoquina como su receptor se expresan en la sinovial reumatoide. Entre sus funciones,
se ha descrito su participacion induciendo la proliferacion de células T sinoviales y la
liberacion de citoquinas, la activacion de los neutrofilos, la degranulacion de las células
NK, la activacion y migracion de las células endoteliales y previene la apoptosis de los
FS (Mclnnes y col., 1996; Kurowska y col., 2002).

La IL-17, como se ha explicado anteriormente, es una citoquina secretada por las
células T y los granulocitos, que participa favoreciendo la hematopoyesis, la migracion
y activacion de los leucocitos y particularmente, la activacion de los osteoclastos y
consiguiente resorcion d6sea (Kotake y col., 1999). La familia de citoquinas IL-17
comprende seis tipos diferentes de IL-17, IL-17-A, -B, -C, -D, -E, -F. IL-17A e IL-17F
que movilizan neutréfilos a través de la granulopoyesis y la induccion de quimioquinas
CXC. La produccién de ambas citoquinas por los LT est4 regulada por IL-23. La IL-23
es un heterodimero compuesto por la subunidad p40 (que comparte con IL-12) y la
subunidad especifica p19 (Oppmann y col., 2000). Actaa preferentemente sobre células
TCD4+ de memoria y participa en el mantenimiento del fenotipo activo de las células
Th17 una vez que se han diferenciado (Stritesky y col., 2008).

La IL-27 es una citoquina heterodimérica, compuesta por la subunidad p28 y el gen
3 inducido por el virus de Epstein-Barr. Su papel como factor de crecimiento de las
células Trl (Awasthi y col., 2007; Stumhofer y col., 2007) y la inhibicion de la
diferenciacion de las células Th17 por bloqueo en los factores de transcripcion Roryt y
Rorc, han hecho que se considere esta citoquina como una posible terapia para

controlar la inflamacion. De hecho, la administracion de IL-27 en ratones con CIA,
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reduce la gravedad de la enfermedad, la infiltracién celular y la erosion del hueso
(Niedbala y col., 2008; Pickens y col., 2011). Otras citoquinas descritas en la AR como
IL-18, IL-33 e IL-32 son producidas por fibroblastos estimulados (Brennan y Mclnnes,

2008) y desempenan un papel proinflamatorio en la patogenia de la AR.

En el endotelio y MS reumatoides se ha descrito una expresion aumentada de
moléculas de adhesion como selectinas, integrinas, VCAM-1 e ICAM-1 que juegan un
papel esencial en el reclutamiento de los leucocitos circulantes en las articulaciones
inflamadas (Cook-Mills, 2002; Yang y col., 2010). En el liquido articular de la AR se
han detectado gran variedad de enzimas proteoliticas que proceden principalmente de

FS, condrocitos, y neutréfilos siendo las mas importantes las MMP y las catepsinas.

En la pérdida generalizada de masa 6sea que ocurre en la AR participan activamente
tanto la osteoprotegerina (OPG) como el sistema RANK-RANKL. La union RANK-
RANKL provoca la activacion de los osteoclastos maduros in vitro, mientras que la
OPG compite con RANK por su union, lo que le otorga un papel como inhibidor de la
osteoclastogénesis tanto in vitro como in vivo (Simonet y col., 1997; Haynes y col.,
2001). Los osteoclastos se encuentran en la sinovial reumatoide en las zonas adyacentes
al pannus que invade el hueso y pueden derivar de los macrofagos presentes en la
sinovial. Los FS expresan RANKL en su superficie y, una vez activados, secretan
citoquinas y quimioquinas que atraen linfocitos activados que expresan RANKL.
Ademas de los elementos celulares, factores solubles de la sinovial reumatoide como
determinadas citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-17) participan en la
osteoclastogénesis al estimular la expresion de RANKL y M-CSF, y al activar
directamente los precursores de los osteoclastos (Lam y col., 2000; Lubberts y col.,
2003). Recientemente, se ha descubierto que los osteoclastos secretan IL-10, TGF-} e
IL-6 y pueden actuar como células presentadoras de antigeno y activar células T CD4+

y CD8+ (Li y col., 2010).

Por ultimo, en la sinovial reumatoide se ha descrito la expresion de cuatro factores
de crecimiento implicados en los procesos de proliferacion, diferenciacion y funcion de
células de estirpe mesenquimal. A este grupo de factores pertenecen TGF-$, PDGEF,
FGF e IGF (Quy col., 1995; Sarkissian y Lafyatis, 1998).
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3.2.1. Papel de TGF-p enla AR

El TGF-B es una proteina homodimérica implicada en el control de multiples
procesos biologicos, tales como desarrollo embrionario, inmunomodulacion,
proliferacion, diferenciacion, angiogénesis, migracion y apoptosis celular (Moses y col.,

1987; Massague, 1990; Letterio y Roberts, 1998).

TGF-p forma parte de una superfamilia que incluye mas de 40 factores relacionados
estructuralmente, entre los que se incluyen: TGF-f, activinas, inhibinas y BMP (de
Bone Morphogenetic Proteins) (Piek y col., 1999). Estas proteinas se comportan como
agonistas multifuncionales cuyos efectos dependen de la célula diana y de los propios
factores. Estos factores regulan la transcripcion de genes efectores de las funciones
celulares como reguladores del ciclo celular que median respuestas antiproliferativas, o
reguladores de la sintesis de proteinas de MEC, determinando asi la adhesion y
movimientos celulares.

En mamiferos existen 3 isoformas diferentes de TGF- (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-
B3) con funciones similares pero expresadas en diferentes tejidos. TGF-B1 es producido
por muchos subtipos celulares, sobre todo, células T y macrofagos activados (Kehrl y
col., 1986). Las células linfoides producen principalmente la isoforma TGF-B1 (Letterio
y Roberts, 1998; McCartney-Francis y col., 1998), de ahi que tenga la funcion mas
relevante en el sistema inmune en particular en el control de la proliferacion, activacion
y diferenciacion de células T. TGF-B3 ha sido detectado principalmente en células de
origen mesenquimal, sugiriendo un papel diferente al de TGF-f1 y 2. Ratones
deficientes en las isoformas 2 y 3 desarrollan defectos letales en el desarrollo
embrionario. Sin embargo, mutaciones del gen de TGF-1, dan lugar a un desorden
inflamatorio multiorganico severo y necrosis tisular que rapidamente genera letalidad
prenatal (entre las semanas 3-5 de edad) (Shull y col., 1992). Asimismo, la ausencia de
TGF-B1 funcional, se asocia con acumulo de células y citoquinas proinflamatorias
(TNF-a, IFN-y, IL-1B) en los o¢rganos linfoides, una produccion incrementada de
antigenos MHC de clase 1T y II y un déficit en la proliferacion de células
hematopoyéticas y endoteliales (Dickson y col., 1995). Histopatologicamente, estos
ratones presentan infiltracion masiva de linfocitos y macréfagos, principalmente en

pulmones y corazon (Kulkarni y Karlsson, 1993), aunque pueden observarse también en
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musculo, higado, pancreas y cerebro, entre otros organos. Estos ratones presentan

ademads Ac anti-dsDNA y anti-ssDNA y depdsitos de inmunocomplejos glomerulares.

Hasta el momento, se han descrito tres receptores de TGF-f3 (TGF-BRI, TGF-BRII y
TGF-BRIII), pero son los dos primeros los mediadores de las respuestas bioldgicas de
TGF-B1 (Chen y col., 1993). Ratones dnTPRII (que expresan un TGF-BRII con el
dominio quinasa intracelular truncado bajo un promotor especifico de células T),
presentan una inflamacién masiva (Gorelik y Flavell, 2000), indicando la importancia

de la sefializacion de TGF-f en la homeostasis de las células T.

En la sefalizacion de TGF-f intervienen una amplia variedad de factores
reguladores. TGF- se secreta como un precursor latente formado por TGF-§ maduro, el
propéptido TGF-B (también llamado LAP [de Latency-Associated Protein]) y la
proteina LTBP (de Latent TGF-beta Binding Protein). LAP se encuentra anclada
mediante uniones no covalentes a un homodimero de TGF-3 maduro, el cual previene la
unién de TGF-B1 a sus receptores. La activacion de TGF-B1 se produce a través de la
degradacion o la alteraciéon de la conformacion de LAP, un proceso mediado por

proteasas, trombospondina 1, MMP e integrinas (Annes y col., 2004).

Los efectos producidos por TGF-B se realizan tras la union de estos ligandos de la
familia TGF-B a sus receptores de membrana tipo I y II formando complejos
tetraméricos activos tras la fosforilacion de sus residuos serina/treonina que, a su vez,
fosforilan a las proteinas Smad, encargadas de transmitir la sefal intracelular y de

generar complejos de union al ADN (Heldin y col., 1997) (figura 3).

De acuerdo con su estructura y funcidén, las Smad pueden dividirse en tres

subgrupos:

- R-Smad (Smad-1, -5, -8, -2, y -3), de Receptor-regulated Smad, substratos
directos de los receptores con actividad quinasa.

- CO-Smad (Smad-4), de COmmon partner Smad, que participan en la
sefalizacion al asociarse a las primeras.

- I-Smad (Smad-6, -7), de Inhibitory Smad, que interfieren con la fosforilacion de

las R-Smad por unién a diferentes miembros de la familia de receptores de TGF-
B.

En situacion basal, las Smad forman homo-oligémeros que residen en el citoplasma.

Tras la activacion del complejo receptor II por el ligando, el receptor tipo I fosforila
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especificamente las R-Smad, que forman complejos con Smad-4 y migran al nucleo
(Zhang y col., 1996), donde solos, o en asociacion con subunidades de unidon al DNA,
activan los genes diana al unirse a regiones especificas del promotor. El reclutamiento
de las R-Smad al TGF-BRI requiere la expresion de la molécula SARA (de Smad
Anchor for Receptor Activation) (Tsukazaki y col., 1998), que se disocia del complejo

una vez fosforiladas las R-Smad.

Figura 3. Via de sefializacion de proteinas Smad inducida por TGF-p.

Las senales de las proteinas BMP estan mediadas por las Smad -1, -5 y -8, mientras

que Smad-2 y -3 son los substratos de activinas y TGF-f.

Las ligasas ubiquitinas Smurf (de Smad ubiquitination regulatory factor)-1 y -2
participan en el efecto inhibidor de las I-Smad, ya que al unirse a Smad-7 favorecen su

salida del nucleo y la degradacion de los receptores de TGF-B. Smurf-1 interacciona con
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Smad-1 y -5 afectando asi las respuestas dependientes de BMP. Por el contrario, Smurf-
2 interacciona con un espectro mas amplio de R-SMAD interfiriendo con sefales

dependientes tanto de BMP como de TGF-f y activinas.

Las Smad carecen de actividad enzimatica y su sefial no se amplifica. Al ser los
mediadores principales de las senales dependientes de TGF-B, estan sujetas a
mecanismos de regulacion que integran y adaptan su potencial sefalizacion al estado de
la célula. Otras vias de sefializacion intracelular, como las de MAPK, PI3K (de
Phosphatidyllnositol 3-Kinase) o PKC (Protein Kinase C) pueden fosforilar las
proteinas Smad-2 y -3. A su vez, TGF-B puede activar otras vias de sefal
independientes de Smad como MAP quinasas con posibilidad de interaccidon entre

ambas vias aunque no se conoce la consecuencia funcional.

La actividad transcripcional de las Smad requiere la presencia de cofactores para
inducir la expresion génica. Entre los genes cuya expresion estd regulada por estas
proteinas se incluyen los de proteinas de MEC, ciertos factores de crecimiento y

factores antiapoptoticos (Massague, 1998; Derynck y Zhang, 2003).

La alteracion de las vias de sefializacion de TGF-B ha sido objeto de estudio en
diferentes modelos de enfermedad, en particular anomalias embrionarias, cancer,
enfermedades autoinmunes, aterosclerosis, hipertension, osteoporosis y enfermedades
fibrosantes (Kulkarni y col., 1995). De esta manera, se han identificado alteraciones en
la expresion de las proteinas Smad-2, -3, y -7. Estos cambios provocan respuestas
andmalas dependientes de TGF-B condicionando una alteracion del comportamiento
celular. Por otra parte, modelos animales genéticamente modificados demuestran el
efecto modulador de TGF-B sobre la respuesta inmune. Los animales Smad-3"
presentan una respuesta inflamatoria exagerada (Ashcroft y col., 1999), mientras que el
déficit de Smad-2"" es letal (Waldrip y col., 1998). Asimismo, ratones transgénicos para

Smad-7 se asocian con elevada produccion de citoquinas Thl y Th2.

En estudios realizados in vitro con células de la sinovial reumatoide, los efectos
dependientes de TGF- son muy dispares y segun las condiciones actia como un agente
anti o proinflamatorio. Entre los efectos antiinflamatorios, se encuentran la inhibicion
de la degeneracion del cartilago mediada por citoquinas proinflamatorias y dependiente
de MMP-1, la proliferacion de linfocitos y de la produccion de superdxido por los

macrofagos. De esta manera, favorece el proceso de reparacion tisular frente al efecto
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de destruccion osteocartilaginosa dependiente de TNF-a e IL-1. Sin embargo, también
puede actuar como factor proinflamatorio al estimular la secrecion de citoquinas como
TNF-a e IL-1 (Rosengren y col., 2010), actuar como potente quimioatrayente de
neutrofilos (Allen y col., 1990), activar la expresion de quimioquinas y MMP (Buckley
y col., 2000; Cheon y col., 2002), inducir la expresion de VEGF (Berse y col., 1999),
esencial en el desarrollo de angiogénesis en la AR, y modular la apoptosis de los FS por
un mecanismo no bien definido. En este sentido, TGF-f inhibe la expresion de Fas y
aumenta la de Bcl (B-cell lymphoma)-2 y Bcelx (Kawakami y col., 2004), aunque otros
autores apuntan a la via de PI3K y activacion de Akt como responsables del efecto

antiapoptotico de TGF-B (Kim y col., 2002).

Diversos estudios realizados en modelos de fibrosis han mostrado el efecto
beneficioso de bloquear TGF-f con oligonucleodtidos antisentido (Arias y col., 2003;
Philipp y col., 2005), Ac especificos anti-TGF-B (Denis, 1994; McCormick y col.,
1999) o péptidos sintéticos (Ezquerro y col., 2003; Kondou y col., 2003; Santiago y
col., 2005). Sin embargo, estudios realizados en modelos de artritis, han expuesto
resultados muy dispares en cuanto al papel de TGF-B. Multiples trabajos han descrito
que la administracion intraperitoneal de TGF-B1 reduce la incidencia y gravedad de la
artritis en ratones con CIA, principalmente si la inyeccion se realiza en fases tardias de
la enfermedad (Kuruvilla y col., 1991; Santambrogio y col., 1993). En ratas con artritis
inducida por SCW (de Streptococcal Cell Wall), la administracion intraperitoneal de
TGF-B en fase aguda suprime el desarrollo de artritis (Brandes y col., 1991). Lo mismo
ocurre si la administraciéon de TGF-f se realiza intramuscularmente (Song y col., 1998),
aunque s6lo se ha visto un efecto si se realiza en el pico maximo de la inflamacion. Un
estudio muy reciente ha demostrado que células madre mesenquimales derivadas de
médula 6sea e inducidas con TGF-, disminuyen la incidencia y gravedad de la artritis
en ratones con CIA con la enfermedad establecida. Asimismo, incrementan el ratio
Foxp3/IL-17 en bazo y cavidad peritoneal y disminuyen la produccién de citoquinas
proinflamatorias (Park y col., 2011). Otro estudio realizado en ratones con CIA, mostrod
un aumento significativo de TGF-B1 y TGF-f2 en la articulacion (Marinova-
Mutafchieva y col., 2006), principalmente durante la fase de remision, sugiriendo que
ambas citoquinas estdn implicadas en la regulacion de la actividad de la enfermedad. En
este sentido, se ha demostrado que tanto la inyeccion local, como intraperitoneal de Ac

anti-TGF-B en ratones con artritis, aumenta su gravedad y los niveles de citoquinas
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proinflamatorias (Thorbecke y col., 1992; Sancho y col., 2003). Ratones transgénicos
para TGF-BRII (dnTPRII), presentaron una mayor susceptibilidad a la artritis
comparada con ratones WT (Wild Type), acompaniada de un aumento en la produccion
de TNF-a e IFN-y en las células T de nodos linfoides (Schramm y col., 2004). Sin
embargo, también son numerosos los trabajos que exhiben un papel de TGF-
totalmente contrario. De hecho, inyecciones repetidas de TGF-B1 en la articulacion de
ratones sanos, inducen inflamacion, hiperplasia sinovial y formacion de osteocitos (van
Beuningen y col., 1994). Igualmente, la inyeccion articular de TGF-B1 en ratas induce
reclutamiento de neutrdfilos, eritema, proliferacion e infiltrado sinovial, principalmente
de linfocitos T (Allen y col., 1990; Fava y col., 1991). Varios trabajos apoyan este
concepto de TGF-B como agente proinflamatorio. El tratamiento con un Ac anti-TGF-f3
directamente en la articulacion de ratas con artritis inducida mediante el modelo de
SCW, inhibe la inflamacion sinovial, la resorcion dsea y la produccion de citoquinas
proinflamatorias (Wahl y col., 1993). Otros autores muestran que el tratamiento con un
Ac-anti-TGF-BRI en ratones con CAIA previene los signos de la artritis, el desarrollo de
la hiperplasia, la inflamacién y la angiogénesis sinovial (Sakuma y col., 2007).
NAFB002 o pl17 (KRIWFIPRSSWYERA) es un péptido de 15 aminoacidos con
afinidad de union a TGF-B1, identificado utilizando una libreria de péptidos derivados
de fagos (phage-displayed random 15-mer). Su capacidad como el mejor inhibidor de
TGF-B1, se ha definido in vitro y ha demostrado ser el péptido mas activo entre 20
péptidos identificados (Dotor y col., 2007). La actividad de este péptido es dependiente
de los primeros 11 aminoacidos. De esta forma, se ha comprobado que la eliminacion
de la Lys del extremo N-terminal, disminuye la actividad de p17. El efecto funcional de
pl7 ha sido probado con éxito en modelos animales de dafio hepatico y de fibrosis
pulmonar. En este sentido, p17 ha demostrado ser capaz de inhibir casi el 100% de la
expresion de ARNm de coldgeno tipo I dependiente de TGF-B1 en el higado de ratones
expuestos a tetracloruro de carbono. Asimismo, estudios posteriores han demostrado la
capacidad de p17 de inhibir tanto in vitro como in vivo la actividad de las células Treg
inducidas humanas y murinas (Gil-Guerrero y col., 2008) y bloquear asi la actividad

inmunosupresora de TGF-B1.
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4. Modelos animales de AR

Hasta el momento, se han utilizado varios modelos experimentales de artritis
autoinmune, unos espontaneos y otros inducidos, para tratar de comprender la patogenia
de la AR y la implicacién de los diferentes tipos celulares.

Los modelos espontdneos de artritis murina, aunque son similares a la AR humana,
no permiten conocer el inicio y la causa de la enfermedad. Entre los mas destacados se
encuentran los ratones K/BxN, que presentan una respuesta a la glucosa-6-fosfato
isomerasa, el modelo SKG (mutaciéon puntual en ZAP-70) o el modelo de artritis
inflamatoria de ratones transgénicos para el TNF humano. Excepto en el modelo
transgénico de TNF, en estos modelos las células T y las células B juegan un papel en el
desarrollo de la enfermedad.

Por otro lado, se encuentran los modelos de artritis inducida que proporcionan un
entorno mas controlado, con la posibilidad de estudiar la enfermedad en las diferentes
fases del desarrollo de la artritis, ya sea durante la induccion de la misma o una vez
establecida. Entre los modelos mas destacados de artritis murina inducida, se encuentran
los modelos realizados por inmunizaciéon con antigeno. Dentro de este grupo se
encuentran los modelos de AIA, CIA y el modelo de PGIA (de ProteoGlycan-Induced
Arthritis) inducido con proteoglicanos derivados del cartilago humano en especies
genéticamente susceptibles (BALB/c y C3H). Otros modelos, como el modelo de artritis
inducida por zymosan y el modelo inducido por SCW mediante inyeccion articular de
fragmentos de estreptococo, destacan por ser modelos activadores del sistema inmune
innato. Por ultimo se encuentran los modelos de artritis inducida dependientes de la
administracion de los anticuerpos del suero de ratones con artritis. En este grupo se
encuentran los modelos de CAIA (de Collagen Antibody-Induced Arthritis) y el modelo
de STIA (de Serum Transfer-Induced Arthritis) realizado por transferencia del suero de
los ratones K/BxN. De todos los modelos de artritis inducida, el modelo de CIA destaca
por ser el mejor caracterizado y mas utilizado como modelo de artritis inducida.

Los modelos de AIA o CIA son dependientes de células T (Monach y col., 2004;
Sakaguchi y Sakaguchi, 2005). AIA es un modelo animal de monoartritis inicialmente
inducido en conejos y extendido a ratones (Brackertz y col., 1977). Se basa en la
inmunizacion intradérmica con un antigeno, BSA (de Bovine Serum Albumin) metilada
(mBSA), seguida de la administracion local del mismo en la articulacion. Al cabo de

una o dos semanas, los ratones presentan numerosas caracteristicas similares a AR,

34



Introduccion

como hiperplasia sinovial del /ining, proliferacion celular del sublining, infiltracion de
células inflamatorias, neovascularizacion, formacion del pannus y destruccion del
cartilago articular (Ohshima y col., 1998). La ventaja de este modelo es poder comparar
histologicamente la afectacion articular dentro del mismo individuo.

CIA es un modelo experimental de artritis inflamatoria inducido por inyeccion
intradérmica de CII en CFA (de Complete Freund's Adjuvant) inicialmente desarrollado
en ratas (Trentham y col., 1977), y posteriormente en ratones (Courtenay y col., 1980;
Wooley y col., 1981). Este modelo se induce por inmunizacién con CII heteroldgo, ya
sea aislado de cartilago bovino, humano o de pollo. Sin embargo, los primeros estudios
realizados mostraron que la capacidad de inducir una respuesta inmune era dependiente
de la especie de CII utilizado para la inmunizacion. De esta manera, ratones del
haplotipo H-29, fueron susceptibles a CII de pollo, bovino, ciervo, rata y humano y

resistentes a CII porcino (Wooley y col., 1985).

La elevada produccion de autoanticuerpos como Ac anti-CII (Sakuma y col., 2007)
y la respuesta especifica de las células T al CII durante la fase aguda indican que el CII,
uno de los principales autoantigenos de la AR en humanos (Kim y col., 1999; Kim y
col., 2000), juega un papel importante en el inicio de la inflamacion en la articulacién.
De ahi que el modelo de CIA en ratones sea uno de los mas utilizados para estudiar la
AR humana. Aunque CIA no es idéntica a la AR, ambas comparten numerosas
caracteristicas como sinovitis, erosiones de hueso y cartilago y susceptibilidad asociada
al MHC clase-II (Anthony y Haqqi, 1999). Al igual que ocurre en la AR en humanos,
existe un aumento de la expresion de citoquinas pro- y antiinflamatorias en la
articulacion de ratones con CIA, entre las que se incluyen el TNF-a y algunas IL como

IL-1B, IL-6, IL-1Ra, IL-10 o TGF-B (Williams, 2007).

Actualmente, existen dos cepas en ratones mayoritariamente utilizadas por su
elevada susceptibilidad a CIA, los DBA/1 (H-2? y H-2") que responden a CII de pollo,
murino, bovino, porcino y humano (Williams, 2007) y los B10.RIII (H-2") que
responden exclusivamente a CII bovino y porcino. Las cepas DBA/1 y B10.Q contienen
los haplotipos I-A? y I-A" que las hacen altamente susceptibles a CIA (Fugger y col.,
1996; Rosloniec y col., 1997). Sin embargo, estudios posteriores han demostrado que es
posible inducir artritis en ratones C57BL/6 (H-2"), utilizando CII de pollo (Inglis y col.,
2007).
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Diversos estudios han mostrado la capacidad de los haplotipos HLA-DR1, HLA-
DR4 de unir péptidos derivados de CII humano. Ratones transgénicos con
sobreexpresion de haplotipos HLA-DR4/DR1 desarrollan artritis tras la inmunizacion
con CII (Rosloniec y col.,, 1997; Rosloniec y col., 1998). Asimismo, muestran un
epitopo inmunodominante (aminoacidos 261 a 273 en CII humano) que se corresponde
con el epitopo inmunodominante en ratones DBA/1 con CIA (aminoéacidos 256 a 270 en

CII murino) (Fugger y col., 1996).

Para la induccion de la artritis en ratones es esencial el CFA, una mezcla de aceites
minerales y agua, combinada con una micobacteria (generalmente M. tuberculosis)
inactivada con calor. Dicha emulsion es utilizada como inmunopotenciador del antigeno
especifico con el que se combina (CII), liberandolo lentamente para lograr un estimulo
persistente. El LPS y el peptidoglicano de M. tuberculosis presente en el CFA, son los
ligandos patogénicos mas potentes para la maduracion de las células dendriticas, que
migran a los nodos linfoides y presentan el CII procesado en moléculas MHC clase II a
células T maive necesarias para inducir la inmunidad adaptativa al CII (Cho y col.,

2007).

En la induccion de la artritis, los niveles de autoanticuerpos anti-CII de los tipos
IgG1 e IgG2a son esenciales para la activacion del complemento (Watson y Townes,
1985; Reife y col., 1991) y dependen de la concentracion de M. tuberculosis del CFA
(Watson y Townes 1985). Un estudio realizado en ratones C57BL/6 demostré que se
requieren dosis altas de M. tuberculosis para la activacion y maduracion de las células
dendriticas y asi preparar a las células Th CD4+ especificas para el CII en los nodulos
linfoides (Kai y col., 2006). Como consecuencia de esto, se produce un aumento de
expresion de los TLR en las células mononucleares de los nddulos linfoides (Cho y col.,
2007). Los Ac especificos del CII producidos por las células B activadas inducen la
respuesta local inflamatoria mediada por macrofagos, granulocitos y células T que son
atraidas a la articulacion, dando lugar a la destruccion de hueso y cartilago (Luross y

Williams, 2001).

El papel de las células TCD4+ especificas de CII en el inicio de la enfermedad se ha
analizado en numerosos estudios en modelos murinos de AR (Kadowaki y col., 1994;
Mauri y col., 1997). La administracion oral de CII de pollo en un modelo de CIA en
ratas, demostrd efectos beneficiosos por regulacion del balance Th1/Th2 y Th17/Treg

(Tong y col., 2010). Un estudio realizado en ratas tratadas con un Ac anti-TCR mostro
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un efecto preventivo, pero no curativo, en el desarrollo de la artritis (Yoshino y Cleland,
1992). Asimismo, se ha observado que el uso de un Ac anti-CD4 (Chu y Londei, 1996)
tanto en ratones con CIA como en ratones SCID mediante transferencia de CIA
previene el desarrollo de la artritis.

Utilizando una mezcla de Ac monoclonales anti-CII, s6lo o en combinaciéon con
LPS (de LipoPolySaccharide), se puede inducir una artritis similar a CIA (Nandakumar
y col., 2003). Este modelo de CAIA, permite inducir artritis severa en aproximadamente
24-48 horas en casi todas las cepas de ratones, incluyendo ratones resistentes a CIA,
ratones KO (KnockOut) y ratones transgénicos. Permite aumentar la gravedad,
incrementando la dosis de Ac, asi como sincronizar el inicio de la enfermedad. Sin
embargo, las células T y las células B no juegan un papel en el desarrollo de la

enfermedad.
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Hipotesis

El papel de TGF-B como agente modulador de la respuesta inmune, su implicacion
como agente pro- y antiinflamatorio, asi como su papel en la diferenciacion de las
distintas poblaciones de células T (Treg, Th17 y Th9), hacen que sean necesarias mas

investigaciones acerca de la implicacién de TGF-p en el desarrollo de la AR.

La hipdtesis de este trabajo es que el bloqueo funcional especifico de TGF-§3 en el
modelo de CIA puede tener diferentes consecuencias en funcién del momento de la
enfermedad. Asi, durante la fase de induccion, este bloqueo podria afectar tanto la
diferenciacion como la funcionalidad de las células Th17 y Treg, con la consecuente
inhibicion o disminucion en el desarrollo y la gravedad de la artritis dependiendo del
efecto predominante. Por el contrario, el bloqueo funcional especifico de TGF-$ una
vez establecida la artritis provocaria un empeoramiento de la enfermedad debido al

bloqueo funcional de las células Treg
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Objetivos

1.- Analizar la sefializacion de TGF-B en el tejido sinovial reumatoide y estudiar la
fosforilacion de proteinas Smad en respuesta a la estimulacion con TGF-B en

fibroblastos sinoviales reumatoides.
2.- Analizar el efecto clinico de bloquear selectivamente TGF- sobre el desarrollo
clinico de la artritis inducida por CII y su gravedad durante la fase de induccion de la

artritis y una vez establecida la enfermedad.

3.- Evaluar histologicamente el efecto del tratamiento sobre el grado de inflamacion y

destruccion Osea y cartilaginosa en ratones con CIA.

4.- Analizar el efecto de inhibir TGF-f sobre la diferenciacion y funcionalidad de las

diferentes poblaciones de células T (Thl, Th17, Th2 y Treg), en el modelo de CIA.
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Materiales y métodos

1. Experimentos realizados con muestras procedentes de pacientes

1.1. Pacientes

Las muestras de tejido sinovial de pacientes con AR y OA, se obtuvieron de
sinovectomias quirurgicas coincidiendo con colocacion de protesis de rodilla y por
artroscopia en pacientes sometidos a cirugia de meniscopatia o lesion de ligamentos
cruzados en muestras de tejido sinovial sano. Dependiendo de la finalidad de las
muestras, unas biopsias se utilizaron para obtener cultivos de fibroblastos y otras
biopsias se fijaron en una solucion de formalina al 10% y se incluyeron en parafina para

los ensayos InmunoHistoQuimicos (IHQ).

1.2. Deteccion de proteinas Smad por inmunohistoquimica

Las biopsias de MS procedentes de pacientes con AR, OA e individuos sanos se
incluyeron en parafina para realizar los estudios por THQ.

Los tejidos parafinados se cortaron con un microtomo a 4um y se montaron en
portaobjetos silanizados (Dako; California, EEUU). Las muestras se desparafinaron en
un bloque térmico (Techne; Cambridge, Reino Unido) a 60°C y se rehidrataron con
xilenos (Merck; Darmastadt, Alemania) durante 10 minutos Yy alcoholes (Merck)
seriados (100%, 96%, 70%) durante 2 minutos cada uno.

La deteccion de los Ac se realizo siguiendo el método indirecto de avidina-biotina-
peroxidasa. Previamente, las muestras se bloquearon con una solucion de H,O, (Sigma-
Aldrich; Steinheim, Alemania) al 3% en metanol (Lab-Scan; Sowinskiego, Polonia)
durante 15 minutos a Temperatura Ambiente (TA), para bloquear la peroxidasa
endogena. Posteriormente, se lavaron los tejidos con PBS y se bloquearon con el suero
correspondiente (NGS, de Normal Goat Serum o NHS, de Normal Horse Serum), de la
misma especie animal del Ac secundario, durante 30 minutos a TA. A continuacién, se
afiadieron los Ac primarios anti-fosfo-Smad-2/3 (anti-p-Smad-2/3; Ser 423/425)
policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology, Inc; California, EEUU) o anti-Smad-7
(N-19) policlonal de cabra (Santa Cruz Biotechnology) a una diluciéon 1:50 en solucion
de bloqueo y se incubaron toda la noche en la cdmara humeda a 4°C. Las muestras se

lavaron con PBS (Phosphate Buffered Saline) y se incubaron con el Ac secundario anti-
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IgG biotinilado a una dilucion 1:200, durante 20 minutos en la cdmara himeda a TA.
Los complejos avidina-biotina-peroxidasa se prepararon segun el protocolo del
producto (Vectastain elite ABC kit; Vector; Burlingame, California, EEUU) incubando
las secciones durante 30 minutos a TA en la cdmara humeda. Las muestras se revelaron
con el cromégeno DAB (DidminoBenzidine peroxidase substrate kit; Vector) segun las
instrucciones del fabricante. Las secciones se tifieron con hematoxilina (Vector) y por
ultimo, tras deshidratar los tejidos con alcoholes seriados (70%, 96%, 100%) y xilenos,
se montaron con medio DPX (Panreac; Barcelona, Espafia).

En todos los experimentos se incluyeron controles negativos en los que se omitio el

Ac primario.

1.3. Cultivos celulares de FS humanos

Los cultivos de FS se establecieron a partir del crecimiento de explantes procedentes
de pacientes con AR, OA e individuos sanos, incubados en medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) con un contenido de glucosa del 4.5g/L (Lonza; Viviers,
Bélgica), y suplementado con 20mM de glutamina (Invitrogen; Piesley, Reino Unido),
una mezcla de antibidticos que contenia 50U/ml de penicilina y 50ug/ml estreptomicina
(Lonza) y con un 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (Lonza). Los cultivos
se mantuvieron a 37°C en una atmosfera controlada con 5% CO,. Todos los
experimentos se llevaron a cabo cuando los cultivos de FS se encontraban en

crecimiento subconfluente entre los pases tercero y noveno.

1.4. Fosforilacion de Smad-2 en FS humanos mediante Western blot (WB)

1.4.1. Extraccion de proteinas totales

Los FS en cultivo se mantuvieron en medio DMEM completo privado de suero
durante 24 horas, y se incubaron en presencia y/o ausencia de TGF- 5Sng/ml, durante
lhora a 37°C, 5% CO.,. Las células se lavaron con PBS y fueron resuspendidas en una
solucion de lisis que contenia Tris-HCl (2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol
hydrochloride) pH 8.1 10nM, EDTA (EthyleneDiamineTetraAcetic acid) 1mM, NaCl
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(Sodium Chloride) 150mM, SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 0.1%, suplementado con los
inhibidores de proteasas leupeptina 10pg/ml, aprotinina 10 pg/ml, pepstatina A 2pg/ml
y PMSF (PhenylMethylSulphony! Fluoride) 0.5mM (Sigma-Aldrich). Las células se
mantuvieron en hielo durante 30 minutos agitando ocasionalmente con el vortex y el
lisado se centrifugd a 14000g durante 10 minutos a 4°C, recogiendo el sobrenadante
resultante. Por ultimo, la concentracion de proteinas se determind mediante el método

de Bradford, utilizando el reactivo Bio-Rad Protein Assay de Bio-Rad.

1.4.2. Inmunodeteccion de proteinas especificas

Una cantidad de 40pg de proteinas de cada uno de los extractos se calentd a 100°C
durante 5 minutos en solucioén de carga de SDS con B-mercaptoetanol. Posteriormente,
las proteinas se separaron mediante PAGE-SDS (PolyAcrylamide Gel Electrophoresis-
Sodium Dodecyl Sulfate) al 10% y se transfirieron a membranas de PVDF
(PoliVinilDenediFloride, GE Healthcare; Buckinghamshire, Reino Unido) mediante
transferencia himeda a 100V durante 1 hora. Las uniones inespecificas se bloquearon
durante 2 horas a TA con la solucion PhosphoBLOCKER (Cell Biolabs; San Diego
California, EEUU) al 5% en TBS-T (77is-Buffered Saline Tween-20; Tris 20mM pH
7.6, NaCl 137mM y Tween-20). Después de lavar con TBS-T, las membranas se
incubaron toda la noche a 4°C con los Ac primarios anti-p-Smad-2 policlonal de conejo
(Cell Signaling; Beverly Massachusetts, EEUU) a una dilucién 1:200 en solucion de
bloqueo, o anti-f-actina monoclonal de ratén (clon AC-15, Sigma; Steinheim,
Alemania) a una dilucion 1:20000. Las membranas se lavaron con TBS-T y se
incubaron 1 hora con el Ac secundario correspondiente conjugado con peroxidasa. Tras
lavar durante 30 minutos, se visualizaron las bandas con el reactivo SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce; Rockford IL, EEUU) y se analizaron por

densitometria con el equipo Chemidoc (BioRad; Hercules California, EEUU).
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2. Experimentos realizados con muestras murinas

2.1. Deteccion de proteinas Smad tras el bloqueo de TGF-f§ mediante WB

Para comprobar el bloqueo especifico de p17 sobre TGF-B, se recogieron células de
bazo de un ratébn macho DBA/10laHsd obtenidas mediante digestion mecénica con un
separador celular de nylon de 40pm de tamafio de poro (BD Falcon; Erembodegem,
Bélgica). Posteriormente, y tras previa lisis de los eritrocitos con RCLB (de Red Cell
Lysis Buffer), se sembraron las células en una concentraciéon de 2x10° células/ml en
medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium, Lonza) con un contenido
de Hepes (N-2-Hydroxyethylpiperazine-N-2-Ethanesulfonic acid) de 25mM (Lonza), y
suplementado con glutamina 20mM (Invitrogen), f-mercaptoetanol 50uM (Invitrogen),
una mezcla de antibidticos constituida por penicilina 50U/ml y estreptomicina 50pug/ml
(Lonza) y privadas de suero.

El rTGF-f1 humano (de human recombinant CHO cell line, Calbiochem;
Darmstadt, Alemania) a una concentracion de 5Sng/ml en HCl 4mM/BSA 0,1% se
incubo en presencia y/o ausencia de pl7 (50uM) durante 1 hora a 37°C, antes de ser
afnadido a la suspension celular para favorecer el bloqueo del TGF-B. Tras 4 horas con
el estimulo, las células se lavaron con PBS y fueron resuspendidas en tampon de lisis

para extraer las proteinas totales (ver apartado 1.4.1).

Las proteinas totales (40ug de cada muestra) fueron separadas mediante PAGE-
SDS al 10% y transferidas mediante transferencia himeda. Las membranas se incubaron
toda la noche a 4°C con los Ac primarios anti-p-Smad-2 (Cell Signaling) a una dilucion

1:200 o anti-B-actina (Sigma) a una dilucién 1:20000 (ver apartado 1.4.2).

2.2. Purificacion de CII y confirmacion de la pureza por WB

El CII utilizado para la inmunizacion de los ratones se purificod a partir de cartilago
de pollo procedente del esternon. En primer lugar, se separ6 el pericondrio, incubando
el cartilago a 4°C toda la noche en agitacion en una solucién de TrisCl 50mM pH 7,5 y
NaCl IM. Es importante separar el pericondrio, ya que podria ser un contaminante del

colageno purificado por su alto contenido en coldgeno tipo I. Posteriormente, el
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cartilago se pulverizé en nitrégeno liquido y se mantuvo toda la noche a 4°C en
agitacion en una solucion de guanidina 4M-HCI (5 volumenes de solucion por gramos
de peso seco) para eliminar los proteoglicanos. Una vez eliminados los proteoglicanos
del cartilago, se centrifugd a 14.000g durante 1h a 4°C y se retir6 el sobrenadante,
repitiendo este paso una vez mas. A continuacion, el sedimento se resuspendié en 20
volimenes de acido acético 0.5M, se ajustd a un pH 2.8 con &cido formico y se afiadio
lgr de pepsina por cada 20gr de peso seco de cartilago, manteniéndolo en agitacion
durante 48 horas a 4°C. La solucion se centrifugé a 14.000g durante 1h a 4°C y se
recogio el sobrenadante para obtener el CII. Para precipitar el coldgeno, se afiadié NaCl
gradualmente en agitacion y se mantuvo toda la noche a 4°C. A continuacién, se
centrifugd a 14.000g durante 1h a 4°C, se disolvio el pellet en 100ml de acido acético
0.1M y se dializo tres veces con Na2PO4 0.02 M pH 9.4 hasta obtener un precipitado.
Por ultimo, se centrifugd a 14.000g durante 1h a 4°C y se resuspendid en 100ml de
acido acético 0.5M, dializando contra la misma solucion de acido acético. El colageno
se liofilizo6 en el liofilizador Lyoquest (Telstar; Barcelona, Espafa) y se mantuvo a 4°C
para preparar la emulsion de coldgeno necesaria para la inmunizacion de los ratones.

El andlisis de la pureza del CII se realizo mediante PAGE-SDS. Para comprobar su
pureza, se utiliz6 una muestra de CII de concentracion conocida (1pug/ul) previamente
purificado como control. El gel se visualizo mediante tincién de azul de Coomassie al
0.2% y una Unica banda de aproximadamente 100KDa fue visualizada (figura 4), sin

observarse degradacion ni presencia de impurezas.

cli cin ciu
(1ul)  (0,1ul) (1ug)

104 KDa
94 KDa

« 51KDa

Figura 4. Analisis de la pureza del CII por PAGE-SDS. Colageno de tipo II de pollo (purificado a partir
de esterndn) se separd en un gel de poliacrilamida al 10% y se visualizd mediante tincion de azul de

Coomassie. Se muestran los marcadores de peso molecular.
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2.3. Inmunizacion de los ratones

Ratones macho DBA/10laHsd de 10-11 semanas de edad, se inmunizaron
intradérmicamente en la base de la cola con 100ul de una emulsion de CII de pollo 4
mg/ml, en CFA 3,3 mg/ml (dilucién 1:1) (figura 5). Previamente, el CII se disolvio en
acido acético 0,1M mediante agitacion a 4°C durante toda la noche. Para preparar la
emulsion de CFA, se homogeneizaron 100mg de M. tuberculosis H37 RA inactivado
por calor (Difco Laboratories; Detroit Michigan, EEUU) en 30 ml de IFA (de

Incomplete Freund's Adjuvant) (Difco Laboratories).

Figura 5. Inmunizacion intradérmica con CII (200pg) en ratones macho DBA/10laHsd.

2.4. Tratamiento de los ratones

Segun el tipo de experimento, los ratones fueron tratados durante la fase de

induccion de la artritis, o una vez establecidos los signos de inflamacion.

En los experimentos de tratamiento realizados durante la fase de induccion de la
artritis, los ratones se trataron diariamente y durante 21 dias desde la fecha de
inmunizacion, con 75ug del péptido pl7 (cedido por el Centro de Investigacion de
Medicina Aplicada de la Universidad de Navarra, Pamplona, Espafa) mediante
inyeccion intraperitoneal. Como tratamiento control, se utiliz6 PBS en las mismas
condiciones. Los ratones se sacrificaron bajo anestesia con isoflurano (Forane, Abbott;
Madrid, Espana) a las 6 semanas desde la fecha de inmunizacion. En el momento del
sacrificio, se recogio la sangre para obtener el suero y a continuacion, se recogieron las
muestras de bazo, ganglios linfaticos inguinales y articulaciones para su posterior

analisis.
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En los experimentos de tratamiento realizados durante la fase de enfermedad
establecida, ratones previamente inmunizados con CII, se trataron con pl17 (100ug) o
PBS (control), diariamente desde el comienzo de la enfermedad y durante 10 dias, hasta
la fecha de sacrificio (figura 6).

La dosis recomendada de pl7 para uso in vivo, varia entre 75ug-100pg. Los
experimentos de tratamiento durante la fase de induccion de la artritis se realizaron con
la dosis de 75pg. En la fase de tratamiento en ratones con la artritis establecida se

probaron ambas dosis 75 y 100ug y sin observarse diferencias entre ambas.
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Figura 6. Ratones macho DBA/10laHsd de 10-11 semanas de edad fueron inmunizados y tratados
diariamente con p17 o PBS intraperitoneal durante 3 semanas desde la fecha de inmunizacion en la fase

de induccion y 10 dias desde el inicio de la inflamacion en la fase de enfermedad establecida.

2.5. Monitorizacion de los ratones

2.5.1. Evaluacion clinica

Los signos de artritis fueron examinados y monitorizados diariamente utilizando
como parametros la inflamacion de las articulaciones y el score clinico. La inflamacion
de las articulaciones se cuantifico con un calibre de 0-10mm (Mitutoyo; Japon) (figura
7a). Como criterios para evaluar el score clinico se utilizaron los siguientes: (0) normal,
(1) ligera inflamacién y eritema, (2) inflamacion con edema pronunciado, y (3) rigidez

de la articulacién hasta un score maximo de 12 por raton (figura 7b-e).
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Figura 7. Evaluacion diaria del score clinico. (a) Cuantificacion de la inflamacion mediante un calibre de
diametro conocido (0-10mm). (b-e) criterios de evaluacion del score clinico. (b) score 0. (c) score 1. (d)

score 2. (e) score 3.

2.5.2. Tincion y evaluacion histologicas

El grado de inflamacion y destruccion articular se analizd en articulaciones
superiores e inferiores incluidas en parafina mediante tincion con hematoxilina-eosina.
Los tejidos se desparafinaron en un bloque térmico (Techne; Cambridge, Reino Unido)
a 60°C y se mantuvieron durante 10 minutos en xileno (Merck) y posteriormente en
alcoholes (Merck) seriados (100%, 96%, 70%) durante 2 minutos cada uno. Tras lavar
con PBS, las muestras se tifieron con hematoxilina (Vector) y eosina (Sigma-Aldrich) y
se deshidrataron con alcohol (70%, 96%, 100%) y xileno, manteniendo los mismos
tiempos utilizados con anterioridad. Por ultimo, se montaron con el medio de montaje
DPX (Panreac) y se visualizaron en el microscopio para evaluar la inflamaciéon y
destruccion de las articulaciones.

De este modo, el dafio de las articulaciones se cuantifico teniendo en cuenta los
siguientes parametros: normal (0), infiltracion moderada con erosiones discretas (1),
infiltraciéon severa y erosiones moderadas (2) y erosiones severas con pérdida de la
estructura de la articulacion (3). Para evaluar el dafo articular se hizo una media del
score histologico por articulaciéon y se sumo el score histologico de todas las
articulaciones hasta obtener un maximo de 12 por ratén.

Las tinciones con safranina O destinadas a valorar el cartilago articular, se
realizaron sobre tejido parafinado cortado en un microtomo (4um) y montados en

portaobjetos silanizados (Dako). Los tejidos se desparafinaron como se citd
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anteriormente, y se hidrataron con agua destilada. A continuacion, se tifieron con la
solucion de hematoxilina Weigert's iron hematoxylin (hematoxilina al 1% en alcohol al
95% (Sigma-Aldrich), cloruro férrico al 29% en agua con un contenido de acido
clorhidrico del 1%; proporcion 1:1 hematoxilina:cloruro férrico) durante 10 segundos y
se lavaron abundantemente con agua. Seguidamente, las muestras se tifieron con la
solucion Fast green (FCF) al 0,01% (Sigma-Aldrich) durante 5 minutos y se lavaron
rapidamente con acido acético al 1% durante 15 segundos. Posteriormente, los tejidos se
tifieron con la solucion de safranina O al 0,1% (Sigma-Aldrich) durante 10 minutos y se
deshidrataron las muestras con alcohol y xileno durante 2 minutos cada uno. Por tltimo,
las muestras se montaron con el medio de montaje DPX (Panreac) y se visualizaron al
microscopio. Como resultado de esta tincion, los nucleos se tifieron de negro, mientras
que el cartilago y la mucina articular se visualizaron de rojo, debido a la safranina,
quedando el resto del citoplasma de color verde.

La destruccion del cartilago articular se evalué de 0 a 4, en funcién de la pérdida
del cartilago articular dependiendo de los siguientes parametros: (0) 0%, (1) < 25%, (2)
25-50%, (3) 50-75% y (4) 75-100%. Por ultimo, se calculo el score histoldgico de cada

individuo, analizado como la suma de los scores de las cuatro articulaciones.

2.6. Ensayo de proliferacion celular. Respuesta especifica al CII

El ensayo de proliferacion celular se realizo en placas de 96 pocillos de fondo
redondo. Se preparé una suspension celular de linfocitos procedentes de ganglio
linfatico inguinal de ratones con CIA tratados con p17 o PBS y se sembraron 200.000
células por pocillo, cultivados en presencia y ausencia de 50pg/ml de CII, o 100ng/ml
de anti-CD3 (a-CD3, purified anti-mouse CD3¢ clone 145-2C11, BioLegend; San Diego
California, EEUU) como control positivo de la proliferacion celular.

El CII utilizado para la estimulacion celular in vitro, se disolvio en una solucion de
Tris-HC1 0,05M/NaCl 0,2M, mediante agitacion toda la noche a 4°C. Previamente a
anadirlo al cultivo, el CII se inactivo con calor durante 30 minutos a 60°C.

A las 48 horas de cultivo, se recogieron 100ul de los sobrenadantes para medir la
produccion de citoquinas por ELISA (de Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) y a las
72 horas se midi6 la proliferacion celular en respuesta a los estimulos. Para ello, se

afadieron 10ul del reactivo WST-1 (cell proliferation reagent, Roche; Mannheim,
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Alemania) por pocillo, se incub6é durante 4 horas a 37°C, 5% CO, y se midi6 la

absorbancia a 450nm usando como nivel de referencia una longitud de onda de 620nm.

2.7. Analisis de la expresion de citoquinas en sobrenadantes de cultivo

La producciéon de IFN-y e IL-17 en los sobrenadantes recogidos a las 48 horas se
cuantifico mediante ELISA, a partir del cultivo de linfocitos aislados de ganglio
linfatico inguinal. Se siguieron las indicaciones del fabricante en ambos casos (mouse
IFN-y ELISA max set standard y mouse IL-174 ELISA max set standard, BioLegend)
para determinar la cantidad de dichas citoquinas en respuesta a la estimulacion con CII

y a-CD3.

2.8. Analisis de poblaciones celulares por citometria de flujo (CMF)

2.8.1. Tincion intracelular de citoquinas

Se realizaron las siguientes combinaciones de Ac:
Marcaje triple IFNy+/IL17+/CD4+ como indicadores de la respuesta Th1/Th17
Marcaje triple IL10+/IL4+/CD4+ como indicador de la respuesta Th2
Marcaje triple IFNy+/IL17+/CD8+ para analizar el porcentaje de células CD8
productoras de citoquinas
Marcaje triple IFNy+/IL17+/ydTCR+ para analizar el porcentaje de células
vOTCR productoras de citoquinas

Las suspensiones celulares se obtuvieron de ganglio linfatico inguinal de raton
mediante separacion mecanica. Se sembraron 500.000 células por pocillo (placas de
fondo redondo de 96 pocillos, Nunc; Roskilde, Dinamarca) en medio RPMI 1640
completo y se estimularon con PMA (de Phorbol Myristate Acetate) 20ng/ml (Sigma-
Aldrich) e ionomicina 1pg/ml (Sigma-Aldrich), en presencia de brefeldina A 10ug/ml
(Sigma-Aldrich) durante 4 horas a 37°C, 5% CO..

Posteriormente, las células se tifieron en superficie con los Ac anti-CD4-PerCP
(PerCP rat anti-mouse CD4, clon RM4-5, BD Biosciences; San Diego, California,
EEUU), anti-CD8-PE-Cy5 (PE/Cy5 rat anti-mouse CD8a, clon 53-6.7, BioLegend) o
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anti-ydTCR PE-Cy5 (PE-Cy5 rat anti-mouse gamma delta TCR, clon eBioGL3,
eBioscience; San Diego, California EEUU) durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Tras
lavar las muestras con buffer (PBS-BSA 0,5%-EDTA 2mM), se centrifugaron a 500g
durante 5 minutos, se fijaron con PFA al 1% durante 15 minutos a 4°C y se
permeabilizaron con buffer de permeabilizacion (PBS-BSA 0,5%-EDTA 2mM-
saponina 0,5%), durante 30 minutos en oscuridad a TA.

A continuacidn se tifieron intracelularmente con anti-IFNy-FITC (clon XMG1.2, BD
Biosciences), anti-IL17-PE (clon TCI11-18H10, Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach,
Alemania), anti-IL10-FITC (clon JES5-16E3, BD Biosciences) y anti_IL4-PE (clon
11B11, BD Biosciences) y se mantuvieron durante 30 minutos en oscuridad a 4°C. En el
caso de las tinciones triples para CD4+, el Ac se incluy6 también al hacer la tincién
intracelular. Por tltimo se lavaron las células, se resuspendieron en PBS y se analizaron
con el Citometro FACSCalibur (BD Biosciences).

La adquisicion y analisis de las muestras se realizo con el programa Cell Quest Pro
(BD Biosciences). En primer lugar, se definio la poblacion de linfocitos del total de
células de ganglio linfatico inguinal por su tamafio y complejidad y se selecciond la
region de interés, correspondiente a las células positivas (CD4, CD8 o ydTCR) segtn la
tincion. Posteriormente se calculd el porcentaje de estas células productoras de

citoquinas. En la figura 8 se muestra un esquema del proceso.

2.8.2. Tincion de células Treg

Se realizaron las siguientes combinaciones de Ac:
Marcaje triple CD25+/Foxp3+/CD4+ como indicador de la respuesta Treg en los
LT CD4+.
Marcaje triple CD25+/Foxp3+/CD8+ como indicador de la respuesta Treg en los
LT CD8+.

Partiendo de la misma suspension de células de ganglio inguinal de raton utilizada
para la tincién de citoquinas y los ensayos de estimulacion, se sembraron 500.000
células por pocillo, se lavaron con buffer y se centrifugaron a 500g durante 5 minutos a
4°C. Consecutivamente, se tifieron con los marcadores extracelulares anti-CD4-PerCP,
anti-CD8-PE-CyS y anti-CD25-FITC (FITC rat anti-mouse CD25, IL-2 receptor a

chain p55, clon 7D4, BD Biosciences) mediante incubacién de 30 minutos a 4°C en
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oscuridad. Se lavaron las células una vez mas con buffer y se fijaron con el buffer de
fijacion 1X para Foxp3 (Mouse Foxp3 buffer set, BD Biosciences) durante 30 minutos a
4°C en oscuridad. Se lavaron las células y se resuspendieron en buffer de
permeabilizacion 1X de raton para Foxp3 (BD Biosciences), centrifugando a 500g
durante 5 minutos. Se permeabilizaron las células con buffer de permeabilizacion 1X
mediante incubacion a 37°C en oscuridad durante 30 minutos, se lavaron con buffer y se
tifieron intracelularmente con anti-Foxp3-PE (clon MF-23, BD Biosciences) durante 20
minutos a TA en oscuridad. Por ultimo, se lavaron las células y se resuspendieron en
PBS para analizarlas inmediatamente con el Citometro BD FACSCalibur. El analisis de
las muestras se realizo con el programa Cell quest pro (BD Biosciences). En primer
lugar se calcul6 el porcentaje de células (CD4 o CD8) y se selecciond la region positiva
para analizar las células dobles positivas (CD25+/Foxp3) (en la figura 9 se observa un

ejemplo significativo de la tincion de células Treg CD4+).
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Figura 8. Tincion intracelular de citoquinas en la poblacion de células T CD4+ de una muestra

representativa. Se muestran las células CD4 totales y doble productoras de IL-17/IFN-y e IL-4/IL-10.
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Figura 9. Tincion representativa de células Treg CD4+ analizadas por citometria de flujo.

2.9. Extraccion de ARN de tejido y PCR cuantitativa a tiempo real

Se utilizaron muestras de bazo y articulacion inflamada procedentes de ratones con
CIA tratados y no tratados con p17 para analizar la expresion de diferentes citoquinas y
factores de transcripcion: 1L-6, IL-17, IFN-y, Roryt, [L-23 y FoxP3, utilizando GAPDH
(GlycerAldehyde-3-Phosphate DeHydrogenase) como control endégeno.

En el momento del sacrificio, se congelaron las muestras en nitrogeno liquido y se
mantuvieron a -80°C hasta ser procesadas. El tejido procedente de cada raton se pesod y
pulveriz6 con nitrogeno liquido. Para extraer el ARN, se anadio Iml de TRI Reagent
(Sigma-Aldrich) por cada 50-100mg de tejido. E1 ARN total se extrajo siguiendo las
instrucciones del producto, se cuantificd con el Nanodrop (Thermo Fisher; Wilmington
Delaware EEUU) y se obtuvo ADN complementario (ADNCc) a partir de 1pg de ARN,
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (High capacity cDNA reverse
transcription, Applied Biosystems; Warrington, Reino Unido). La PCR cuantitativa a
tiempo real se llevd a cabo en un termociclador (7500 Fast Real-Time PCR, Applied
Biosystems) utilizando SYBR Green (Power SYBR Green PCR Master Mix, Applied
Biosystems) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Se emplearon las

siguientes secuencias de oligonucledtidos:

61



Materiales y métodos

Tabla 1. Secuencias de oligonucleotidos utilizados en la PCR cuantitativa a tiempo real.

Oligonuclestidos Secuen’cia dlirecta Secuen’cia rolaversa
553 553
IL-6 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC
IL-17 GCAATGAAGACCCTGATAGATATCC TTCATGTGGTGGTCCAGCTTT
IFN-y GCGGCTGACTGAACTCAGATT CACTGCAGCTCTGAATGTTTCTTATT
Foxp3 CCCATCCCCAGGAGTCTTG ACCATGACTAGGGGCACTGTA
IL-23 AAAATAATGTGCCCCGTATCCAG GCTCCCCTTTGAAGATGTCAG
Roryt AGTGTAATGTGGCCTACTCCT GCTGCTGTTGCAGTTGTTTCT
GAPDH CATGGCCTTCCGTGTTCCTA GCGGCACGTCAGATCCA

Se realiz6 una cuantificacion relativa de la expresion génica. Para ello se comparo6 la
cantidad de ARNm de cada uno de los genes, normalizada con el gen de referencia
endégeno GAPDH. La expresion de todos los genes se obtuvo mediante el uso de

curvas estandar.

2.10. Cuantificacion de los niveles séricos de Ac anti-CII

La presencia de Ac IgG1 e IgG2a frente a CII se cuantifico por ELISA en el suero
de ratones con CIA tratados y no tratados con p17. Para obtener el suero, la sangre se
recogid en un tubo seco, se mantuvo 2 horas a TA y se conservo toda la noche a 4°C
para favorecer la formacion del coagulo. Posteriormente, la sangre se centrifugd a
3000rpm durante 10 minutos a 4°C y se recogid el suero, manteniéndolo a -20°C hasta
su posterior analisis.

El experimento se realizdé en placas de 96 pocillos de fondo plano (EIA plate,
Costar; Washington, EEUU) cubiertas con 2pg/ml de CII disuelto en Tris buffer (0,05M
Tris, 0,2M NaCl, pH 7.4) que se incubaron toda la noche a 4°C. Las placas se lavaron
tres veces con PBS-Tween 0,05% (PBST) y se bloquearon con 2% de BSA en PBS
durante lhora a TA. Tras lavar con PBST, las muestras se incubaron durante 2horas a
TA con la dilucidon correspondiente, utilizando diluciones seriadas de una mezcla de
sueros de concentracion conocida procedente de ratones con CIA como curva estandar.
La concentracion mas elevada de la muestra de referencia se asignd arbitrariamente a

una concentracion de 1 UR/ml. Los niveles de Ac anti-CII IgG1 e IgG2a se detectaron
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mediante incubacion con los Ac secundarios rat anti-mouse 1gG1l e 1gG2a-HRP (BD
Biosciences), durante 1hora a TA. Las placas se lavaron con PBST y se incubaron con
el sustrato TMB (3,3°, 5,5 "-TetraMethylBenzidine, BD Biosciences). La reaccion
colorimétrica se detuvo con HCI 2N y por ultimo se midid la densidad dptica a 450nm,
utilizando una absorbancia de 560nm como referencia. La concentraciéon de Ac de cada

muestra de suero se obtuvo refiriendo cada valor a la curva estandar.

2.11. Cuantificacion de los niveles séricos de 1L-6

El suero extraido de los ratones, se utilizé para determinar mediante ELISA (Mouse
IL-6 ELISA max set standard, BioLegend) la concentracién de IL-6 como indicador de
inflamacion aguda. Para ello, placas de 96 pocillos de fondo redondo (EIA plate,
Costar), se incubaron con 200ul del Ac de captura toda la noche a 4°C y se continu6 con

el protocolo segun las indicaciones del producto.

3. Analisis estadistico de los resultados

En primer lugar, se realiz6 un andlisis descriptivo de cada experimento referente a la
incidencia y la gravedad de la enfermedad y, posteriormente, se realizaron las
comparaciones entre grupos de tratamiento empleando un test de ANOVA para medidas
repetidas con el fin de comparar el score clinico y el numero de articulaciones afectadas.
Paralelamente, se calcul6 el area bajo la curva del score clinico y del incremento del
score clinico (score diario respecto al score del inicio de la inflamacién) para cada uno
de los individuos a lo largo del proceso inflamatorio. La comparacion del analisis
histoldgico, la cuantificacion de las poblaciones celulares, los ensayos de proliferacion y
produccion de citoquinas, los niveles de Ac en suero y el andlisis de ARNm entre
ambos grupos de tratamiento se realizd utilizando el test de Mann-Whitney U. La
comparacion de medias entre mas de dos grupos se analizd6 por ANOVA de una via
utilizando el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. La correlacion entre variables se
analiz6 mediante el test no paramétrico de Spearman.

Los datos fueron analizados con los programa Graph Pad Prism Software (version

5.01, Graph Pad; California, EEUU) y SPSS (version 15.0, SPSS Iberica; Madrid,
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Espaia). Los resultados fueron considerados significativos cuando el valor de p fue

menor de 0,05.

4. Estrategia de blisqueda bibliografica

Para realizar la busqueda bibliografica de las publicaciones relevantes, se utiliz6 la
base de datos electronica Medline a través de la pagina web de Pubmed. La busqueda se
realizd mediante términos MeSh y libres. A continuacion se realizé una combinacion de
los términos MeSh con los términos “OR” y “AND” para busquedas avanzadas.

Adicionalmente se realiz6 una busqueda activa de todas las referencias incluidas en
los articulos seleccionados, relacionadas con nuestro trabajo, tratando de buscar los
manuscritos mas pioneros en cada uno de los temas.

Para realizar la busqueda de las referencias seleccionadas y establecer la bibliografia

se utilizo el programa EndNoteX3 (http://www.myendnoteweb.com:80/).
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1. Expresion de proteinas Smad en tejido sinovial reumatoide

Con el fin de obtener evidencias de la activacion de TGF-B en la sinovial
reumatoide, estudiamos la presencia y distribucion de proteinas Smad
reguladoras/inhibidoras (Smad-2/3 y Smad-7) en el tejido sinovial reumatoide (n=7),
artrésico (n=8) y control sano (n=10). El analisis realizado por IHQ mostr¢ la presencia
de niveles elevados de fosforilacion de Smad-2/3 en los vasos sanguineos y en las
células del lining de pacientes con AR (figura 10a) y OA (OsteoArtritis) (figura 10c),
siendo menor en las muestras procedentes de individuos sanos (figura 10e). La
expresion de Smad-7 fue similar en los tres grupos y aparecié homogéneamente
distribuida en las células tanto del /ining como del endotelio vascular (figura 10b, d y f).
Los agregados mononucleares de los infiltrados inflamatorios en la sinovial reumatoide
expresaron p-Smad-2/3 y, en menor medida, Smad-7 (figura 10a y b). Asimismo, dichos
infiltrados inflamatorios fueron menores en las muestras de pacientes con OA y
ausentes en pacientes sanos. Estos datos sugieren activacion de la via de TGF-B en las

células de los infiltrados linfocitarios.
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Figura 10. Inmunodeteccion de proteinas Smad (p-Smad-2/3 y Smad-7) en tejido procedente de MS
reumatoide (AR) (a-b), artrésica (OA) (c-d) y sana (e-f) representativa de cada grupo. Analisis realizado
por inmunohistoquimica en muestras parafinadas. (400X). Las flechas sefialan las células de los

agregados de tejido sinovial reumatoide.
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2. Fosforilacion de Smad-2 en fibroblastos sinoviales

A continuacion, se analiz6 el patron de fosforilacion de proteinas Smad en FS
reumatoides, para identificar posibles diferencias con células sinoviales artrosicas y
sanas, y poder estudiar la implicacion de factores extracelulares como TGF-$ en la
fosforilacion de dichas proteinas. Mediante analisis de los niveles de fosforilacién de
proteinas Smad por WB, se observo que en los FS de pacientes con AR, OA e
individuos sanos cultivados en ausencia de suero, no se inducia fosforilacion de Smad-2
(Figura 11). Esta induccidon aparecid tras la estimulacion con TGF-f siendo
significativamente superior en pacientes con AR (ratio p-Smad-2/B-actina 4,22 + 1,10)
respecto a pacientes con OA (1,38 + 0,34; p=0,04) o controles sanos (1,82 + 0,49;
p=0,04) (Figura 11).
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Figura 11. Fosforilacion de Smad-2 inducida por TGF-B en FS de pacientes con AR, OA e individuos
sanos. FS cultivados en ausencia de suero durante 24h, fueron estimulados con TGF-f (5ng/ml) durante
1h. El analisis de proteinas Smad se realizd en FS procedentes de pacientes con AR (n=7), OA (n=8) ¢
individuos sanos (n=10) mediante WB, cuantificando la expresion por densitometria respecto a la B-
actina. Los datos que se muestran son representativos de cada uno de los grupos. Se consideré como

significativo * p< 0.05.
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3. P17 bloquea la via de TGF-p en tejido linfoide de raton

En primer lugar, se evalud in vitro la actividad bloqueante de p17 sobre TGF-f3 en
células linfoides procedentes de bazo de raton. Para ello, se estudio la via de
sefializacion clasica de la fosforilacion de proteinas Smad inducida por TGF-B, en
presencia y ausencia de p17. El andlisis realizado mediante WB mostro6 la induccion de
la fosforilacion de Smad-2 tras la estimulacion con TGF-f (figura 12). El tratamiento
con pl7 disminuy6 especificamente dicha fosforilacion en un 70% (figura 12) acorde
con lo observado previamente en fibroblastos embrionarios de pulmén humano (IMR-

90) (Dotor y col., 2007), sin afectar la fosforilacion basal independiente de TGF-J.

Basal pl7 TGF-p TGF-B+pl7

P-smad-2 SEE——
Bractina
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0.3
0.2+
0.1
0.0-

p-Smad-2/B-actina

Basal p17 TGF-g TGF-g+p17

Figura 12. Bloqueo de la fosforilacion de Smad-2 inducida por TGF-§ en células linfoides de bazo de
raton cultivadas durante 4 horas en presencia de Sng/ml de TGF-p y 50uM de p17. La fosforilacion de
Smad-2 se detectd mediante WB utilizando Ac especificos utilizando como referencia un Ac especifico

para la B-actina. La grafica muestra el analisis densitométrico de las bandas.

Una vez comprobada la eficacia del péptido in vitro sobre las células linfoides de
raton, se estudid el efecto de bloquear selectivamente TGF-B in vivo en el modelo

murino de CIA.
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4. Bloqueo de TGF-$ en ratones inmunizados con CII

Con el objetivo de estudiar el efecto de bloquear TGF-3 en ratones inmunizados con
CII, ratones DBA/10laHsd fueron tratados con PBS (control) o p17 durante 2 semanas
desde la fecha de inmunizacion y sacrificados al finalizar el tratamiento. Se realizaron 2
experimentos en las mismas condiciones. Los datos mostrados corresponden a la suma

de ambos experimentos con un total de 12 ratones por grupo.

4.1. Poblaciones celulares en ratones inmunizados tras el bloqueo de TGF-§

La frecuencia de las diferentes poblaciones de LT CD4 (Th2, Th17, Thl y Treg) se
analiz6 en suspensiones celulares de ganglios linfaticos inguinales obtenidas de ratones
tratados con PBS o p17.

El porcentaje de células T CD4+ fue comparable en ambos grupos. Asimismo, la
frecuencia de linfocitos T CD4 productores de citoquinas (IL-4, IL-17, IFN-y) no se
modifico tras el tratamiento con pl17 (figura 13a). El bloqueo de TGF-$ durante las 2
semanas de tratamiento en ratones inmunizados no modificé el porcentaje de células
Treg CD25+Foxp3+ (figura 13b).

De forma paralela, se estudio la produccion de citoquinas (IL-17 e IFN-y) en las
subpoblaciones de células T CD8+ y ydTCR+ tras el bloqueo de TGF-f. Las células
yOTCR+, principales productoras de IL-17, disminuyeron ligeramente tras el
tratamiento con pl7, aunque dicha diferencia no fue estadisticamente significativa
(Figura 14b). Tampoco se observaron diferencias significativas en el porcentaje total de

cé¢lulas CD8+ ni en su produccion de citoquinas (figura 14a).
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Figura 13. Suspensiones celulares de ganglios linfaticos inguinales fueron tefiidas con anti-CD4-PerCP y

analizadas por la produccion de 1L-4, IL-17 e IFN-y mediante citometria de flujo (a). (b) Porcentaje de

células Treg CD4+ en ganglio inguinal de ratones inmunizados. N=12 individuos por grupo. Se muestran

los datos de 2 experimentos realizados.
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Figura 14. Suspensiones celulares de ganglios linfaticos inguinales fueron tefiidas con anti-CD8-PeCy5

(a) o anti-ydTCR-PeCy5 (b) y analizadas por la presencia de células productoras de IL-17 e IFN-y

mediante citometria de flujo. Se muestran resultados de n=6 por grupo.
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4.2. Respuesta de las células T a la estimulacion con CII en ratones

inmunizados tras el bloqueo de TGF-

Se analiz6 si el bloqueo de TGF-B en ratones inmunizados era capaz de modular la
respuesta de las células T cuantificando la produccion de citoquinas en respuesta al CII.
Para ello, células de ganglio linfatico inguinal de ratones inmunizados con CII y
tratados con PBS o pl7 se cultivaron en presencia de a-CD3 y CII y se cuantifico por
ELISA la produccion de IL-17 e IFN-y en los sobrenadantes de cultivo. Los resultados
mostraron diferencias significativas en la produccion de IL-17 en el grupo control,
siendo mayor en respuesta a a-CD3 (73,14 + 26,18 pg/ml; p=0,009) y a CII (62,92 +
24,69 pg/ml; p=0,004) respecto a los niveles basales (1,91 + 1,59 pg/ml) (figura 15a).

Sin embargo, aunque la tendencia fue similar, no se observaron diferencias
significativas en el grupo tratado con pl7 en las mismas condiciones debido a la gran
variabilidad en la respuesta.

De la misma manera, aunque la produccion de IL-17 fue ligeramente menor en el
grupo tratado con pl7 tras la estimulaciéon con CII (figura 15¢) dicha diferencia no
alcanzd6 la significacion estadistica. Asimismo, tampoco se observaron diferencias en el
grupo tratado con pl7 en la produccion de IFN-y, a diferencia de lo observado en el
grupo control, donde la estimulacion con CII indujo un aumento significativo en los
niveles de IFN-y comparado con el nivel basal (Basal 39,38 + 10,71 pg/ml; CII 309 +
102,2 pg/ml; p=0,03) (figura 15b). Al igual que ocurrid en la produccion de IL-17 entre
ambos grupos, la producciéon de IFN-y en presencia del CII no se redujo
significativamente tras el tratamiento con p17 (figura 15d).

Por otro lado, se observo que independientemente del tratamiento recibido existia
una respuesta celular proliferativa a la estimulacion tanto con a-CD3 como con CII
(figura 16a), siendo en todos los casos dicha diferencia estadisticamente significativa
(PBS: a-CD3 0,35 + 0,05 pg/ml; p=0,002 y CII 0,26 + 0,05 pg/ml; p=0,03 frente a basal
0,12 + 0,02 pg/ml y p17: a-CD3 0,25 + 0,04 pg/ml; p=0,002 y CII 0,20 + 0,04 pg/ml;
p=0,03 frente a basal 0,07 £ 0,02 pg/ml). No obstante, no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos de tratamiento en la proliferacion celular tras la
estimulacion con CII (figura 16b). Es decir, el tratamiento con un agente bloqueante de
TGF-B, como es pl7, no modificé la respuesta al CII durante la primera fase de

desarrollo de la artritis (tras 2 semanas de la inmunizacién).
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Figura 15. Respuesta de células T al CII en ratones DBA/10laHsd a las 2 semanas desde la inmunizacion.
Células de ganglio linfatico inguinal de ratones inmunizados con CII fueron cultivadas durante 48h en
presencia de a-CD3 [100ng/ml] y CII [50pg/ml]. La produccion de IL-17 (a 'y ¢) e IFN-y (b y d) fue
cuantificada por ELISA en el sobrenadante de los cultivos. N=12 individuos por grupo. Datos de 2

experimentos realizados. *p<0,05; **p<0,01.
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Figura 16. Respuesta proliferativa a la estimulacion con CII en ratones DBA/10laHsd a las 2 semanas
desde la inmunizacioén (a y b). Células de ganglio linfatico inguinal fueron cultivadas durante 72h en
presencia de CII [50pg/ml] y a-CD3 [100ng/ml] como control de estimulacion. La proliferacion celular
fue cuantificada con el reactivo WST-1. N=12 individuos por grupo. Datos de 2 experimentos realizados.

#p<0,05; **p<0,01.
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4.3. Cuantificacion de los niveles séricos de IL-6 y Ac anti-CII en ratones

inmunizados con CII

En primer lugar, se analiz6 la produccion de IL-6 como marcador de inflamacion
activa (Hirano y col., 1988) en el suero de los ratones inmunizados con CII tratados y
no tratados con pl7. Los resultados no mostraron diferencias significativas (figura 17a)
entre ambos grupos de tratamiento (PBS 35,54 + 8,01 pg/ml; p17 25,23 + 6,72 pg/ml),
aunque los niveles fueron ligeramente inferiores tras el bloqueo de TGF-f.

Los niveles de Ac circulantes anti-CII, IgG1 e IgG2a se cuantificaron por ELISA.
Los datos no revelaron diferencias entre ambos grupos de tratamiento, sugiriendo que
los niveles de IgG1 e IgG2a no se ven modificados tras el bloqueo de TGF- durante la
primera fase de desarrollo de la enfermedad (figura 17b y ¢). Aunque tras 2 semanas de
la inmunizacion, los niveles de IgG2a fueron muy superiores a los de IgG1 en ambos
grupos de tratamiento, (PBS IgG2a 876,1 UR/ml; IgGl 182,5 UR/ml) y (p17 IgG2a
630,8 UR/ml; IgGl 253,3 UR/ml) el ratio entre IgGl/IgG2a, tampoco mostro

diferencias significativas (figura 17d).
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Figura 17. (a) Niveles de IL-6 circulante a las 2 semanas tras la inmunizacion con CII en ratones
DBA/10laHsd. (b-d) Comparacion de isotipos IgG anti-CII en suero de ratones a las 2 semanas desde la
inmunizacion con CII. Los datos se muestran en unidades relativas (UR) por ml. N=12 individuos por

grupo. Datos de 2 experimentos realizados.
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5. Bloqueo de TGF-p durante la fase de induccion de la artritis en ratones con

CIA

Con el objeto de analizar el efecto de bloquear selectivamente TGF-f3 sobre el
desarrollo clinico y la gravedad de la artritis durante la fase de induccién de la
enfermedad en el modelo animal de CIA, los ratones fueron tratados durante 21 dias con
pl7 o PBS desde la fecha de la inmunizacion. Los ratones fueron sacrificados a las 6
semanas desde el inicio del tratamiento para evaluar histologica y funcionalmente el
papel de TGF-p durante esta fase de desarrollo de la artritis.

Se realizaron 3 experimentos independientes en las mismas condiciones y entre 7 y
10 ratones por grupo de tratamiento fueron incluidos en cada experimento. Los datos
mostrados corresponden en todos los casos a un experimento representativo de los 3
realizados, salvo los datos correspondientes a la expresion génica en articulacion donde
se muestran datos de 2 experimentos agrupados. En este caso, se utilizaron la mitad de
las muestras de cada experimento para histologia y la otra mitad para el analisis por

PCR cuantitativa a tiempo real.

5.1. Efecto antiinflamatorio de p17 sobre el desarrollo clinico y la gravedad de

la artritis

El anélisis de CIA mostrd que tanto el grupo de ratones control como los tratados
con pl7 desarrollaron artritis, con una incidencia del 100% al final del experimento (dia
42 tras la inmunizacion). Sin embargo, el desarrollo de la enfermedad siguié una
cinética distinta en ambos grupos: mientras que el grupo control alcanz6é un 50% de
incidencia el dia 20 tras la inmunizacion, en el grupo tratado con p17 se retraso hasta el
dia 25. Igualmente, mientras el grupo de PBS ya presentaba una incidencia del 100% a
dia 29, el grupo tratado con pl7 no la alcanzé hasta el dia 41 desde la fecha de la
inmunizacion (figura 18a). Por lo tanto, el bloqueo de TGF-B con pl7 provocd un
retraso en la aparicion de la artritis.

Ratones inmunizados con CII en CFA fueron examinados diariamente durante 42
dias, analizandose el score clinico y el nimero de extremidades afectadas (figura 18b y
c). El tratamiento con p17 disminuy¢ la gravedad de la artritis aunque dicha diferencia

no fue estadisticamente significativa (p=0,12). El niimero de extremidades afectadas
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también fue menor en el grupo tratado con p17 sin alcanzar la significacion estadistica.
Estos resultados fueron comparables en los 3 experimentos realizados.

Posteriormente, se calculd para cada individuo el valor del 4rea bajo la curva del
score clinico a lo largo del proceso inflamatorio. El 4rea bajo la curva se calculo para
cada uno de los individuos y a continuacion, se calculé la media por grupos de
tratamiento. Por ltimo se compararon ambos grupos mediante un test paramétrico para
muestras independientes. El area bajo la curva del score clinico para los grupos tratados
con PBS o p17, fue de 62,68 + 15,00 y 32,41 + 8,28, respectivamente. Sin embargo, los

valores no alcanzaron la significacion estadistica (p=0,09) (figura 18d).
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Figura 18. Progresion de la artritis en ratones tratados con pl7. Incidencia (a) y gravedad (b y c¢) de la
enfermedad tras 42 dias. Los resultados estan expresados como la media + SEM del score clinico por
grupos de tratamiento a lo largo del periodo estudiado. (d) Area bajo la curva del score clinico tras el
tratamiento con p17. Los resultados estan expresados como la media + SEM del area bajo la curva por

grupos de tratamiento. Los datos mostrados corresponden a 1 experimento representativo de 3 realizados.
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5.2. Bloqueo de TGF-p sobre el grado de inflamacion y destruccion dsea y

cartilaginosa en ratones con CIA.

A continuacién, se analizaron histologicamente los cambios producidos en las
articulaciones de los ratones en ambos grupos de tratamiento durante la fase de
induccion. Las articulaciones se fijaron con formol y se incluyeron en parafina para
analizar el grado de destruccion d6sea (hematoxilina-eosina) y cartilaginosa (safranina).
Las biopsias de los ratones fueron analizadas de manera independiente por dos
observadores, y correlacionaron significativa y positivamente (coeficiente de

correlacion interobservador del test de Spearman 0,86; p<0,0001).
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Figura 19. Tincion con hematoxilina-eosina representativa de extremidades delanteras y traseras de
ratones DBA/10laHsd sanos (izquierda) o ratones con CIA tratados con PBS (central) o p17 (derecha)
durante la fase de induccion de la artritis. Analisis realizado a las 6 semanas desde la fecha de
inmunizacion. Los datos que se muestran corresponden a 1 experimento representativo de 3 realizados.

(100X). Las flechas sefialan el elevado infiltrado inflamatorio y la destruccion 6sea articular.
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En ambos grupos de tratamiento, se observd una destruccion severa de las
articulaciones con erosiones Oseas y acumulacion masiva de células inflamatorias
durante la fase de induccion de la artritis (figuras 19 y 21a). Asimismo, la pérdida de
cartilago articular, evaluada de 0 a 4 hasta un méximo de 16 por ratoén en funcion de la
pérdida de cartilago articular (ver materiales y métodos apartado 2.5.2), fue similar y
muy severa en ambos grupos de tratamiento, sin observarse diferencias significativas

(figuras 20 y 21Db).

Articulacion delantera

Articulacion trasera

Figura 20. Tincion con safranina O representativa de extremidades delanteras y traseras de ratones
DBA/10laHsd sanos (izquierda) o ratones con CIA tratados con PBS (central) o p17 (derecha) durante la
fase de induccion de la artritis a las 6 semanas desde la fecha de inmunizacion. Datos de 1 experimento
representativo de 3 realizados. (100X). Las flechas sefialan zonas de pérdida/ausencia de cartilago

articular en ambos grupos de tratamiento.

78



Resultados

(a) (b)

Hematoxilina-eosina Safranina
12+

— —
i T

Score histolégico
i
5

Score histolégico

o
L

PBS p17 PBS p17

Figura 21. (a) Inflamacion y destruccion 6sea en ratones con CIA tratados con PBS o p17 durante la fase
de induccion de la enfermedad. Los datos representan la media de score histologico (0-12) por grupos de
tratamiento. (b) Pérdida de cartilago articular en los mismos individuos, calculada como la media de los

scores clinicos (0-16).

5.3. Diferenciacion y funcionalidad en las poblaciones de linfocitos T tratados

con pl17

Se estudiaron los cambios inducidos en las células T en ratones con CIA tratados y
no tratados con pl7. En primer lugar, se analiz6 la expresion de las diferentes
subpoblaciones de células T en células de ganglio inguinal. El anélisis por citometria de
flujo no mostrd diferencias significativas en el porcentaje de células T CD4+
productoras de citoquinas (IL-4, IL-17 e IFN-y) tras el bloqueo de TGF-f (figura 22a).
En el grupo tratado con pl7, el porcentaje de células CD4+IL-17+ fue ligeramente
inferior (PBS 0,77 £ 0,08; p17 0,57 £ 0,06) aunque sin alcanzar la significacion
estadistica (p=0,12).

Asimismo, el tratamiento con p17 tampoco redujo de forma significativa los niveles
de células Treg (CD4+CD25+Foxp3+), aunque los niveles fueron ligeramente inferiores
(5,73 £0,34 en PBS y 4,78 £ 0,35 en p17; p=0,18) (figura 22b). Del mismo modo, no se
observaron diferencias en los niveles de expresion de IL-17 e IFN-y en las células T

CD8+ ni en la subpoblacion de células TyoTCR+ (figura 22c y d).
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Figura 22. Suspensiones celulares de ganglio inguinal de ratones tratados durante la fase de induccion

analizadas por citometria de flujo. (a) Células CD4+ productoras de las citoquinas IL-4, IL-17 e IFN-y.

(b) Porcentaje de células Treg CD4+ en ganglio inguinal de ratones con CIA. (c, d) Células T CD8+ y

TydTCR productoras de IL-17 e IFN-y de ganglio inguinal de ratones con CIA. Se muestran los datos

correspondientes a 1 experimento representativo de 3 realizados.

A continuacién, se compard la respuesta de las células T en células de ganglio

linfatico inguinal en cultivo a las 72 tras la estimulacion con CII [50ug/ml], utilizando

como control de la proliferacion celular el tratamiento con a-CD3 [100ng/ml] en las

mismas condiciones.
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Los resultados mostraron un aumento significativo en ambos grupos tras la
estimulacion con a-CD3 comparado con los niveles basales (PBS basal 0,05 = 0,02; a-
CD3 0,37 + 0,06; p=0,002 y p17 basal 0,06 + 0,02; a-CD3 0,33 + 0,07; p=0,004) (figura
23a). Por el contrario, la estimulacion con CII no indujo una respuesta proliferativa de
forma significativa con respecto a la situacion basal en ninguno de los dos grupos de
tratamiento (figura 23a). No hubo tampoco diferencias significativas en la respuesta a

CII entre ambos grupos (figura 23b) de tratamiento.
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Figura 23. (a y b) Respuesta proliferativa a la estimulacién con CII en ratones DBA/10laHsd con CIA a
las 6 semanas desde la inmunizacion. Los datos mostrados corresponden a 1 experimento representativo

de 3 realizados. **p<0,01.

La produccion de citoquinas (IL-17 e IFN-y) en ratones con CIA tratados y no
tratados con p17 (figura 24), se cuantificd por ELISA en células de ganglio inguinal tras
la estimulacién durante 48 horas con a-CD3 [100ng/ml] y CII [SOug/ml]. Los niveles de
IL-17 en el grupo control, aumentaron significativamente tras la estimulacion con a-
CD3 comparado con el nivel basal (69,62 + 20,04 pg/ml versus 0,87 + 0,36 pg/ml,
respectivamente, p=0,0006) (figura 24a). En el grupo tratado con pl7 se observd la
misma tendencia, aunque las diferencias no alcanzaron la significacion estadistica.
Tampoco se observaron diferencias significativas en la produccion de IL-17 tras la
estimulaciéon con CII entre ambos grupos de tratamiento, aunque se redujo tras el

bloqueo de TGF-B (PBS 39,53 + 13,79 pg/ml y p17 12,16 &+ 6,66 pg/ml; p=0,09) (figura
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24c). El analisis de produccion de IFN-y, mostrd diferencias significativas en ambos
grupos tras la estimulacién con a-CD3 (PBS basal 35,94 + 14,54 pg/ml; a-CD3 378,8 +
147,2 pg/ml; p=0,001 y p17 basal 30,46 + 18,67 pg/ml; a-CD3 253,7 + 84,43 pg/ml;
p=0,01), pero no con CII (figura 24b). Tampoco se observaron diferencias significativas
en la produccion de IFN-y en respuesta a la estimulacion con CII entre ambos grupos de

tratamiento (figura 24d).
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Figura 24. Respuesta de células T a la estimulacion con CII en ratones DBA/10laHsd con CIA a las 6
semanas desde la inmunizacion. Produccion de citoquinas (IL-17 [a y ¢] e IFN-y [b y d]). *p<0,05;

***p<(,001. Los datos mostrados corresponden a 1 experimento representativo de 3 realizados.

5.4. Niveles séricos de IL-6 y Ac anti-CII tras el bloqueo de TGF-f durante la

fase de induccion de la artritis en ratones con CIA

Puesto que IL-6 es un mediador esencial de la inflamacion crénica y de la
destruccion tisular en los modelos murinos de artritis (Alonzi y col., 1998; Kobayashi y
col., 2002) se estudio6 si el bloqueo de TGF- previo al desarrollo de la enfermedad en

nuestro modelo de CIA, inducia alteraciones en la cantidad de IL-6 circulante.
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La sangre a las 2 semanas fue obtenida de la cola, mientras que la analizada a las 6
semanas se recogid en el momento del sacrificio. Los niveles de IL-6 en el suero de los
ratones a las 2 y 6 semanas desde la inmunizacion no mostraron diferencias
significativas entre ambos grupos (figura 25a). Los niveles de IL-6 a las 2 semanas
fueron menores a los observados una vez desarrollada las artritis en ambos grupos,
siendo significativamente elevados en ratones tratados con p17 (IL-6 2 semanas 25,23 +
6,71 pg/ml y 6 semanas 69,82 + 16,76 pg/ml; p=0,04).

De igual modo, se investigo si los niveles de Ac anti-CII en el suero de los ratones
inmunizados se modificaba tras el tratamiento y el desarrollo de la artritis. Para ello,
comparamos el titulo de Ac en las fases previas al desarrollo de los signos de
inflamacion (2 semanas tras la inmunizacion) y una vez establecida la enfermedad (6
semanas) en los mismos ratones. El suero de los ratones recogido a las 2 y a las 6
semanas (figura 25b y c) no revel6 diferencias significativas entre ambos grupos de
tratamiento en la cantidad de Ac anti-CII IgG1 e IgG2a. Estos resultados confirmaron
los datos obtenidos a las 2 semanas tras la inmunizacién, donde se observo una
expresion de IgG2a muy superior a la de IgG1 (ver figura 17c¢). Igualmente, en estos
ratones el ratio IgG1/IgG2a no se vio modificado tras el tratamiento con pl7 alas2y 6

semanas tras la inmunizacion.
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Figura 25. Niveles de IL-6 sérica cuantificados mediante ELISA. (a) IL-6 (pg/ml) circulante a las 2 y 6

semanas tras la inmunizacion en ratones con CIA. (b-c) Comparacion de isotipos IgG anti-CII en suero a

las 2 (b) y 6 semanas (c) desde la inmunizacion en ratones con CIA tratados durante la fase de induccion.

Los datos corresponden a 1 experimento representativo de 3 realizados y se muestran en unidades

relativas (UR) por ml. *p<0,05.
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5.5. Expresion de citoquinas proinflamatorias y factores de transcripcion en

bazo y extremidades de ratones con CIA

Para evaluar la capacidad inhibitoria de pl17 durante la fase de induccion de la
artritis, estudiamos la expresion de ARNm en bazo y articulacion de IL-6, IL-17, IFN-y
y Foxp3, asi como la expresion de IL-23 y Roryt en articulacion. El analisis del ARNm
por PCR cuantitativa en el bazo de los ratones tratados y no tratados con p17, no mostro

diferencias significativas en la expresion de ninguno de los genes (figura 26).
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Figura 26. Expresion de citoquinas y células Foxp3 en bazo de ratones con CIA durante la fase de
induccion de la artritis tras el bloqueo de TGF-B. Analisis realizado por PCR cuantitativa. Los datos se
muestran como el ratio entre los distintos genes respecto a la GAPDH. Los datos mostrados corresponden

a 1 experimento representativo de 3 realizados.

Posteriormente, examinamos los cambios en la expresion de dichos genes en las
extremidades inflamadas de los ratones tratados durante el proceso de induccion de la
artritis. El bloqueo de TGF-B sobre la fase de induccién de la artritis no revelé cambios
en la expresion de IL-6 (figura 27a). Lo mismo ocurrié con los niveles de expresion de
IFN-y, IL-17 e IL-23, donde se observé una menor expresion de ARNm en los ratones
tratados con pl7 (figura 27b, d y e respectivamente), aunque las diferencias no

alcanzaron la significaciéon estadistica. Los niveles de expresion de Foxp3 en
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articulacion tampoco revelaron cambios significativos entre ambos grupos de

tratamiento, aunque fueron superiores tras el bloqueo de TGF-f (figura 27c). Por

ultimo, la expresion de Roryt fue comparable en ambos grupos (figura 27f).
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Figura 27. Expresion de citoquinas (a, b, d y e) y factores de transcripcion (c y f) en articulacion durante

la fase de induccion de la artritis tras el bloqueo de TGF-B. Analisis realizado por PCR cuantitativa. Los

datos se muestran como el ratio entre los distintos genes respecto a la GAPDH. Las graficas mostradas

corresponden a datos de 2 experimentos agrupados.
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6. Bloqueo de TGF-B en el modelo de CIA en ratones con la enfermedad

establecida

En la fase de enfermedad establecida, los ratones fueron tratados diariamente con
pl7 o PBS desde la fecha de inicio de la inflamacion y sacrificados a los 10 dias de la
misma para confirmar histolégica y funcionalmente la evolucion de la enfermedad tras
el tratamiento con pl7. Se realizaron 3 experimentos diferentes en las mismas

condiciones y se incluyeron entre 9 y 12 ratones por grupo.

6.1. Efecto de p17 sobre el desarrollo clinico y la gravedad de la artritis

Para evaluar el efecto de pl7 sobre el progreso clinico de la artritis y su gravedad
durante la fase de enfermedad ya establecida, se analizé el incremento de los scores
respecto al dia de inicio de tratamiento.

El tratamiento con pl7 en ratones artriticos redujo, aunque no de forma
significativa, la gravedad del proceso inflamatorio (p=0,27) y el numero de
articulaciones afectadas (figura 28a y c).

Mediante un test paramétrico para muestras independientes, se analiz6 el valor del
area bajo la curva por grupos de tratamiento. El area bajo la curva del incremento de los
scores no mostrd diferencias estadisticamente significativas (p=0,22), aunque fue menor

en el grupo tratado con p17 (PBS 29,04 + 5,28; p17 20,72 + 4,18) (figura 28b).
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Figura 28. Evolucion de ratones artriticos tratados con p17. Ratones inmunizados con CII en CFA
fueron tratados durante 10 dias desde el inicio de la enfermedad. (a) El score clinico fue menor en los
ratones tratados con p17 a lo largo del periodo estudiado. (b) Area bajo la curva del incremento del score
clinico tras el bloqueo de TGF-B. (¢) Ratones con CIA tratados con pl7 presentaron menor nimero de
articulaciones afectadas a lo largo del proceso inflamatorio. Los resultados estan expresados como la
media + SEM del score clinico por grupos de tratamiento a lo largo del periodo estudiado. Los datos

mostrados corresponden a 1 experimento representativo de 3 realizados.

6.2. Inflamacion y destruccion dsea en ratones artriticos tras el tratamiento con

pl7

El dafo histolégico en ratones con CIA tratados con pl7 y PBS se analiz6 en las
articulaciones fijadas, seccionadas y tefiidas con hematoxilina-eosina a los 10 dias de
evolucion de enfermedad. Los datos histologicos de inflamacion y destruccion articular
en extremidades delanteras y traseras de ratones con CIA no mostraron diferencias

significativas entre ambos grupos de tratamiento.
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Tanto el grupo control como el grupo tratado con pl7 presentaron un elevado
numero de células inflamatorias con destruccion masiva de las articulaciones (figura

29), alcanzandose en ambos grupos el score maximo en algunas muestras.

Articulacion delantera

Articulacion trasera

Figura 29. Tincion con hematoxilina-eosina representativa de extremidades delanteras y traseras de
ratones DBA/10laHsd sanos (izquierda) o ratones con CIA tratados con PBS (centro) o p17 (derecha).
Analisis realizado a los 10 dias desde el inicio del tratamiento. Las flechas destacan la destruccion severa
de las articulaciones con erosiones 0seas y acumulacion masiva de células inflamatorias observada en
ambos grupos. (100X). Las flechas sefialan zonas con elevado infiltrado inflamatorio y destruccion dsea

articular.

Con el objetivo de evaluar la pérdida de cartilago, las articulaciones se tifieron con
Safranina O y se analizaron para determinar el grado de destruccion de cartilago
articular. El analisis se realizd de manera independiente por dos observadores, y

correlacioné significativa y positivamente (coeficiente de correlacion del test de
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Spearman 0,95; p<0,0001). Los datos obtenidos, no mostraron diferencias significativas
entre ambos grupos, observandose pérdida total en la mayoria de las articulaciones de
dichos ratones, independientemente del tratamiento recibido (figura 30).

Tras analizar histologicamente todas las articulaciones de los ratones, se establecid
una media por grupos de tratamiento tanto del grado de destrucciéon 6sea como
cartilaginosa. Los resultados obtenidos fueron comparables entre ambos grupos (figuras
3lay b), por lo que pudimos afirmar que el bloqueo de TGF-f en ratones artriticos no

fue suficiente para controlar de forma efectiva los signos de inflamacion.

Sano PBS p17

Articulacion delantera

Articulacion trasera

Figura 30. Tincién con safranina O representativa de extremidades delanteras y traseras de ratones
DBA/10laHsd sanos (izquierda) o ratones con CIA tratados con PBS (central) o p17 (derecha) durante la
fase de enfermedad establecida. Anadlisis realizado a los 10 dias desde el inicio del tratamiento. Pérdida
masiva del cartilago articular fue observada tanto en el grupo control como en el grupo tratado con p17 en
ratones con CIA. (100X). Las flechas sefialan las zonas de pérdida/ausencia de cartilago articular en

ambos grupos de tratamiento.
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Figura 31. (a) Inflamacion y destruccion 6sea en ratones con CIA tratados con PBS o p17 tras la aparicion
de los signos de inflamacion. Los datos representan la media de score clinico £ SEM (0-12) por grupos de
tratamiento. (b) Pérdida de cartilago articular calculada como la media de los scores clinicos (hasta un

maximo de 16 por raton).

6.3. Diferenciacion y funcionalidad de los LT en ratones artriticos tratados con

pl17

Tras analizar clinicamente el efecto de bloquear de forma selectiva TGF-$ durante
la fase de desarrollo de la artritis en ratones con CIA, se estudid el efecto sobre la
expresion de las diferentes subpoblaciones de linfocitos T.

Para ello, se aislaron células de ganglio inguinal, se tifieron para los distintos
marcadores de subpoblaciones T y se analizaron mediante citometria de flujo. La
expresion de citoquinas en las células T CD4+ (figura 32a), en las células T CD8+ y
TySTCR+ (figuras 32b y c respectivamente) en ratones artriticos tratados con p17 fue
comparable a los de los animales tratados con PBS, no observandose diferencias
significativas entre ambos grupos. Asimismo, el porcentaje de células Treg en las
células T CD4+ y T CD8+ tampoco se vio modificado tras el bloqueo con pl17 (figura
32d).

La proliferacion de las células T se analiz6 a las 72 horas en cultivo con CII,
utilizando a-CD3 en las mismas condiciones como control de la proliferacion. Los
resultados (figura 33a) mostraron un aumento significativo en ambos grupos tras la
estimulacion con a-CD3 (PBS 0,32 + 0,05; p<0,0001 y p17 0,41 + 0,05; p<0,0001) y
con CII (PBS 0,15 £0,03; p=0,03 y p17 0,11 + 0,03; p=0,01) comparado con los niveles
basales (PBS 0,07 £ 0,02 y pl7 0,04 £ 0,01) (figura 32a). Sin embargo, no se
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encontraron diferencias en respuesta al CII estadisticamente significativas entre ambos

grupos de tratamiento (figura 33b).
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Figura 32. Analisis por citometria de flujo de suspensiones celulares de ganglios linfaticos inguinales de

ratones artriticos, tratados durante 10 dias tras los primeros signos de inflamacion. (a) Células CD4+

productoras de IL-4, IL-17 ¢ IFN-y. (b y ¢) Porcentaje de células T CD8+ (b) y TydSTCR (c) productoras

de IL-17 e IFN-y. (d) Porcentaje de células CD4+ y CD8+ productoras de Foxp3 en ganglio inguinal de

ratones con CIA tras 10 dias desde la inmunizacién. Se muestran los datos correspondientes a 1

experimento representativo de 3 realizados.
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Figura 33. (a y b) Respuesta proliferativa a la estimulacion con CII en ratones DBA/10laHsd a los 10 dias
desde la fecha de inmunizacion. Células de ganglio linfatico inguinal de ratones con artritis tratados con
pl7 o vehiculo fueron cultivadas durante 72h en presencia de a-CD3 [100ng/ml] como control de
estimulacion y CII [SOpg/ml]. *p<0,05; ***p<0,001; Los datos mostrados corresponden a 1 experimento

representativo de 3 realizados. La proliferacion celular fue cuantificada con el reactivo WST-1.

El analisis de produccion de citoquinas en ganglio inguinal de ratones con CIA
tratados y no tratados con pl7 (figura 34), se cuantificé tras 48 horas de estimulacion
con CII o con a-CD3. En el grupo control, la produccion de IL-17 aumentd
significativamente tras la estimulacion con CII (basal 0,91 + 0,59 pg/ml; CII 227,8 +
123,1 pg/ml; p=0,02). Lo mismo ocurri6 en el grupo tratado con p17 (basal 7,81 + 3,75
pg/ml; CII 173,0 = 79,38 pg/ml; p=0,002). (Figura 34a). En este grupo, también se
observaron diferencias tras la estimulacion con a-CD3 (basal 7,81 £ 3,75 pg/ml; a-CD3
382,2 + 188,1 pg/ml; p<0,0001). Sin embargo, aunque la produccion de IL-17 en
respuesta a CII fue menor en el grupo tratado con pl7, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (figura 34c).

La produccion de IFN-y en los sobrenadantes de cultivo aument6 significativamente
en ambos grupos tras la estimulacion con a-CD3 (PBS 762,5 £+ 293,4 pg/ml; p=0,0007 y
pl7 1278 £ 577,2 pg/ml; p=0,0001) como con CII (PBS 616,2 = 320,0 pg/ml; p=0,009 y
pl7 285,7 £ 153,5 pg/ml; p= 0,02) respecto a los niveles basales (PBS 70,16 + 21,35
pg/ml y pl7 21,57 £ 8,94 pg/ml) (figura 34b). Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas al comparar la produccion de IFN-y en respuesta a CII entre

ambos grupos de tratamiento (figura 34d).
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Figura 34. Respuesta de células T a la estimulacion con CII en ratones DBA/10laHsd artriticos tratados
con pl7. La produccion de IL-17 (a y c¢) e IFN-y (b y d) fue cuantificada por ELISA en los sobrenadantes
de cultivo de células de ganglio linfatico inguinal, estimuladas durante 48h en presencia de a-CD3
[100ng/ml] y CII [S50pg/ml]. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; Los datos mostrados corresponden a 1

experimento representativo de 3 realizados.

6.4. Niveles de IL-6 y anticuerpos anti-CII en ratones artriticos tratados con

pl17

A continuacion, se analizaron los niveles de IL-6 en el suero de los ratones en el

momento del sacrificio.

Los resultados obtenidos no revelaron diferencias tras el tratamiento con pl7
durante 10 dias en ratones con artritis (figura 35a). Asimismo, se analizaron los niveles

de Ac anti-CII IgG1 e IgG2a en los mismos ratones, sin observarse diferencias entre

ambos grupos de tratamiento (figura 35b).
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Figura 35. (a) IL-6 (pg/ml) circulante a los 10 dias tras la inmunizacion en ratones con CIA. (b)
Cuantificacion de isotipos IgG anti-CII (UR/ml)) en suero a los 10 dias desde la inmunizacion en ratones

con artritis tratados con pl7 o PBS. Los datos corresponden a 1 experimento representativo de 3

realizados.

6.5. Expresion de citoquinas proinflamatorias y Treg en bazo y extremidades

de ratones con CIA tras el bloqueo de TGF-

Por ultimo, se analiz6 la expresion de ARNm de IL-6, IL-17, IL-23, Roryt, IFN-y y
Foxp3 en bazo y extremidades de ratones con artritis tratados con pl7 para ver la
expresion local de los diferentes parametros de inflamacion. El analisis del ARNm por
PCR cuantitativa en el bazo de los ratones tratados y no tratados con pl7, no mostro
diferencias significativas en la expresion de ninguno de los genes analizados (figuras
36a, b y d) salvo en la expresion de IFN-y (figura 36¢c), donde se observo un aumento

significativo tras el tratamiento con p17 (PBS 0,09 £ 0,01 y p17 0,29 = 0,06; p=0,04).
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Figura 36. Expresion de citoquinas y células Foxp3 en bazo de ratones artriticos tras el bloqueo de TGF-
B. Analisis realizado por PCR cuantitativa. Los datos se muestran como el ratio entre los distintos genes
respecto a la GAPDH. Los datos mostrados corresponden a 1 experimento representativo de 3 realizados.
* p<0,05.

Del mismo modo, se analizaron los cambios en la expresion de dichos genes en las
articulaciones inflamadas de los ratones tratados con PBS o pl7 durante la fase de
enfermedad establecida. El bloqueo de TGF-f no revel6 cambios en la expresion de IL-
6, IFN-y, Foxp3 y Roryt (figura 37a, b, ¢ y f respectivamente). Los niveles de expresion
de IL-17, aunque no alcanzaron la significacién estadistica, fueron mayores tras en
bloqueo de TGF- (figura 37d). Igualmente, los niveles de expresion de 1L-23 se vieron
aumentados tras el tratamiento con pl7, siendo dichas diferencias estadisticamente

significativas (PBS 0,02 + 0,01 y p17 0,09 + 0,01; p=0,003) (figura 37¢).
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Figura 37. Expresion de citoquinas (a, b, d y e) y factores de transcripcion (¢ y f) en articulaciones
inflamadas de ratones con CIA a los 10 dias de enfermedad tras el bloqueo de TGF-f3. Analisis realizado
por PCR cuantitativa. Los datos se muestran como el ratio entre los distintos genes respecto a la GAPDH.

Los datos mostrados corresponden a 2 experimentos. ** p<0,01.
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1. Seifalizacion de TGF-$ en FS y tejido sinovial de pacientes con AR

Nuestros resultados indican que la via de sefializacion de TGF-f} est4 activada en la
sinovial reumatoide sugiriendo una posible implicacion patogénica de esta citoquina en
el desarrollo de la enfermedad. Los resultados presentados con anterioridad en la
literatura son dispares en cuanto al papel de TGF-f en la AR, como factor
inmunoregulador inductor o inhibidor de la respuesta inflamatoria segtn las condiciones
del entorno.

Las células mononucleares procedentes de tejido sinovial reumatoide en cultivo
producen TGF-B1 y se ha demostrado su presencia en el tejido y fluido sinovial
(Brennan y col., 1990). Estudios de microarrays sugieren un incremento de la via de
sefializacion de TGF-B en FS de pacientes con AR comparado con pacientes con OA, en
concreto, aumento de TGF-B1 y su receptor (TGF-BRI), acompanado de un aumento de
MMP. Este incremento de TGF-B1 se ha asociado directamente con marcadores clinicos
de actividad y gravedad de la enfermedad (Pohlers y col., 2007), indicando una
correlacion directa entre TGF-B1 y la inflamacion. Por otra parte, se han descrito
alteraciones en la via de sefializacion de TGF- dependiente de las proteinas Smad con
implicacion patogénica en enfermedades cronicas fibrosantes e inflamatorias
(Monteleone y col., 2001; Varga y Pasche, 2009). En este sentido, nuestros datos
muestran un incremento en la fosforilacion de Smad-2/3, la via clasica de activacion de
TGF-B, en las células del lining y los vasos sanguineos de la sinovial reumatoide y
artrésica comparado con la sinovial sana. Aunque se detectd expresion del inhibidor
Smad-7 en las células del lining y vasos en todas las muestras, las células linfoides de
los agregados inflamatorios en la sinovial reumatoide no expresaron Smad-7. Esta
ausencia de Smad-7 justificaria el incremento en la fosforilacion de Smad-2/3.
Numerosos trabajos sefialan a los fibroblastos como los principales componentes
celulares de la sinovial reumatoide responsables del desarrollo de la inflamacion y la
destruccion articular (Muller-Ladner y col., 1996; Huber y col., 2006; del Rey y col.,
2009; Lefevre y col., 2009). Con respecto a la sefializacion de TGF- en los FS, se ha
descrito un incremento en la expresion de TGF-BRII en FS de pacientes con AR
comparado con pacientes con OA (Bira y col., 2005), mientras que otros autores
apuntan que Smad-2 se ve reducida significativamente en el cartilago durante la

progresion de la OA en varios modelos animales (Blaney Davidson y col., 2006). En la
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misma linea, nuestros resultados revelaron un incremento en la fosforilacion de Smad-2
inducida por TGF-B en FS cultivados de pacientes con AR con respecto a los sanos y

artrosicos.

2. TGF-p en el desarrollo clinico y la gravedad de la artritis en el modelo murino

de CIA

El modelo de CIA es un modelo dependiente de células T (Monach y col., 2004;
Sakaguchi y Sakaguchi, 2005) con caracteristicas similares a lo que ocurre en humanos,
principalmente sinovitis, destruccion de hueso y cartilago y formacion del pannus con
abundante infiltrado inflamatorio. Nosotros observamos que ratones con CIA
desarrollan una artritis muy grave con afectacion de multiples articulaciones y una
marcada destrucciéon de hueso y cartilago. El bloqueo selectivo de TGF-B con pl7
retrasa la aparicion y reduce la gravedad de la artritis en nuestro modelo, aunque los
efectos son solo moderados. Sin embargo, este efecto moderado no puede atribuirse a
un bloqueo insuficiente de TGF-B. La capacidad de pl7 de bloquear la actividad de
TGF-B in vitro tfue probada en células linfoides procedentes de bazo de ratén, donde p17
redujo en un 70% la fosforilacién de proteinas Smad inducida por TGF-f. Asimismo, la
dosis utilizada in vivo fue similar a la utilizada por otros autores en un modelo de
fibrosis inducida en ratas (Dotor y col., 2007) y en un modelo murino de tumorogénesis
(Gil-Guerrero y col., 2008).

Desde el punto de vista clinico, el efecto neto de bloquear TGF-f en nuestro modelo
de CIA es beneficioso, descartando un papel protector de TGF-B frente a la respuesta
inflamatoria. Estos efectos clinicos son consistentes con los observados en otros
modelos de artritis. En el modelo murino de CAIA, el tratamiento intraperitoneal con un
Ac anti-TGF-BRI previene los signos de la artritis y el desarrollo de la angiogénesis
sinovial (Sakuma y col., 2007). De forma similar, se ha demostrado que la inyeccion
intraarticular de TGF-f en ratas induce hiperplasia sinovial y reclutamiento de células
inflamatorias, principalmente LT (Allen y col., 1990; Fava y col., 1991), mientras que la
inyeccion de un Ac anti-TGF-B inhibe la inflamacién sinovial en el modelo de artritis
inducida por SCW (Wahl y col., 1993).

Algunos autores sin embargo, han mostrado que la inyeccién local e intraperitoneal

de Ac anti-TGF-f en el modelo de CIA aumenta la gravedad de la artritis (Thorbecke y
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col., 1992; Sancho y col., 2003). No obstante, el protocolo utilizado para el tratamiento
de los ratones es diferente al nuestro al utilizar dosis en dias no sucesivos, o tratar a
partir de las tres semanas desde la inmunizacién, una vez se ha desencadenado la
respuesta inmune que conduce al desarrollo de la artritis.

En nuestro estudio, los efectos del bloqueo de TGF-B fueron maés claros en la
inflamacion que en el dafio tisular, donde la destruccion de hueso y cartilago fue similar
en ratones tratados con pl7. Sin embargo, la falta de significacion estadistica en nuestro
caso sugiere que aparte de TGF-B, otros componentes del sistema inmune estin

implicados en el desarrollo de la artritis en el modelo de CIA.

3. TGF-p en la induccion de CIA: diferenciacion de las subpoblaciones de células

T y consecuencias funcionales

El papel de las células Th17 en respuesta al CII en fases tempranas del desarrollo de
la artritis se ha demostrado en el modelo de CIA (Nakae y col., 2003), donde el bloqueo
de la IL-17 reduce la produccion de citoquinas proinflamatorias y la gravedad del
proceso inflamatorio (Lubberts y col., 2004). Nuestros resultados muestran por primera
vez los efectos de bloquear TGF-B3 en la respuesta de las células T en un modelo de
artritis cronica. En la EAE, una enfermedad mediada por células T, la sobreexpresion de
TGF-B en las células T induce una enfermedad mas grave y aumenta el numero de
células Th17, mientras que el bloqueo de TGF-f inhibe la diferenciacion de las células
Th17 y previene el desarrollo de la enfermedad (Veldhoen y col., 2006). El tratamiento
con pl7 durante la fase de inducciéon de CIA reduce ligeramente la subpoblacion de
células Th17 y la produccion de IL-17 en células de los ganglios linfaticos en respuesta
al CII. Esta reduccion se ve acompanada por un descenso moderado en los niveles de
ARNm de IL-17, IFN-y e IL-23 en las articulaciones inflamadas. Acorde con nuestros
resultados, ratones deficientes en TGF-B1 presentan niveles reducidos de células Th17,
aunque la IL-17 no estd absolutamente ausente (Mangan y col., 2006). Estos resultados
sugieren que TGF-P podria no ser absolutamente necesario para la diferenciacion de las
células Th17 murinas durante el desarrollo de CIA, como ha sido demostrado en otros
modelos. En este sentido, se ha descrito que IL-6 junto con IL-23 e IL-1P3 son capaces

de inducir la expresion de [LI7a/IL-17f y Rorc independientemente de TGF-BI1
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(Ghoreschi y col., 2010). Estas células Th17 diferenciadas en presencia de IL-23 son
mas patogénicas que aquellas derivadas en presencia de TGF-B y pueden dar lugar a
células productoras de IFN-y e IL-17. Otros autores han expuesto que TGF-f no actua
directamente promoviendo la diferenciacion de las células Th17 murinas, sino que actua
indirectamente para regular IL-17 por supresion de los factores que contribuyen a la
diferenciacion de las células Thl y Th2 (Das y col., 2009). De forma similar, la
diferenciacion de las células Th17 humanas puede acontecer en ausencia de TGF-f,
siendo entonces un proceso dependiente de IL-1p, IL-6 e IL-23 (Acosta-Rodriguez y
col., 2007). Consistente con estas observaciones, nuestros datos indican que TGF-$3
tiene un efecto pequetio en la diferenciacion de las células Th17 en el modelo de CIA y
sugieren que otras citoquinas como IL-23, podrian estar implicadas en este proceso.
Datos comparables fueron obtenidos en andlisis mas tempranos avalando esta hipdtesis:
el bloqueo de TGF-f durante 2 semanas en ratones inmunizados no mostré diferencias
significativas en los niveles de células Th17 y en la produccion de IL-17 en células de

ganglios linfaticos en respuesta a CII.

Trabajos recientes sugieren que las células Tyd son las principales productoras de
IL-17 y tienen una implicacion patogénica en ratones con CIA (Roark y col., 2007; Ito y
col., 2009). De hecho, el nimero absoluto de células Tyd IL-17+ es mayor al de células
Th17 en la articulacion durante el pico maximo del desarrollo de la artritis. Nuestros
resultados muestran niveles moderadamente reducidos de IL-17 en la articulacion sin
observarse ninguin efecto en la produccion de IL-17 en las células Tyd de los ganglios
linfaticos tras el bloqueo de TGF-B. Estos resultados son acordes con otros trabajos
previos que defienden que este tipo celular no es necesario para la induccion de la
artritis en el modelo de CIA (Corthay y col., 1999), ya que no responden al CII, aunque
si proliferan en respuesta a 1L-23.

Las células TCD8+ efectoras de la sinovial reumatoide inducen la sintesis de IFN-y
e IL-17 y se ha demostrado su papel en la sinovitis cronica en el modelo de raton
K/BxN (Raposo y col.,, 2010). TGF-B actia en las células CD8+ induciendo la
produccion de Foxp3 e IL-17, dando lugar a las TregCD8+ y CDS8+IL-17+,
respectivamente (Huber y col., 2009; Mantel y Schmidt-Weber, 2011). No obstante, su
papel en el desencadenamiento de la artritis inducida por CII muestra resultados
dispares (Tada y col., 1996; Ehinger y col., 2001), indicando que estas células podrian

no estar implicadas en el inicio de la enfermedad. Nuestros resultados muestran que
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TGF-B no contribuye al desarrollo de las subpoblaciones de linfocitos CD8 en el

modelo de CIA.

La senalizacion a través de TGF-f protege a las células Treg de la apoptosis
(Ouyang y col., 2010) y es absolutamente necesaria para inducir la expresion de Foxp3,
ya que se ha demostrado que células TCD4+ deficientes en TGF-B no pueden generar
células Treg in vivo e in vitro (Kulkarni y col., 1993; Christ y col., 1994; Liu y col.,
2008). Las células Treg producen elevadas cantidades de TGF-f3 que regula la supresion
de las células T (Nakamura y col., 2001). En fases tardias de la progresion del cancer,
TGF-B promueve la tumorogénesis mediante supresion del sistema inmune (Moustakas
y col., 2002). Resultados previos utilizando pl7 han demostrado la capacidad de
bloquear la actividad inmunosupresora de las células iTreg humanas y murinas,
importante para romper la tolerancia frente a patdogenos o antigenos tumorales (Gil-
Guerrero y col., 2008). La capacidad de p17 de reducir la produccion de las células Treg
depende de su efecto inhibitorio sobre TGF-f1, y en menor medida TGF-2, como ha
sido demostrado en modelos de cancer (Gil-Guerrero y col., 2008). Sin embargo,
recientemente se ha descrito que en ausencia de TGF-f1 funcional, el desarrollo de las
células Treg en el cancer podria ser producido por un mecanismo compensatorio
dependiente de la expresion de TGF-B2 y TGF-B3 en el timo y la periferia (Marie y col.,
2005; Hinz y col., 2007). Nuestros resultados s6lo muestran una reduccion moderada de
los niveles de células Treg en los ganglios linfaticos tras el bloqueo de TGF-f durante la
fase de induccidn, sugiriendo que dichos mecanismos compensatorios dependientes de
TGF-B2 y, sobre todo, TGF-B3, pueden ser funcionales en la diferenciacion de las Treg
durante CIA. Sin embargo, los mecanismos implicados en el desarrollo de las células

Treg en el cancer y en la artritis de origen inmune podrian ser diferentes.

En el modelo de CIA se ha demostrado un papel protector de las células Treg
(Morgan y col., 2003), principalmente si se transfieren en el momento de la
inmunizacion. Estos ratones presentan una artritis menos grave y muestran una
acumulacién de células Treg en la sinovial (Ohata y col., 2007). El bloqueo de TGF-f
durante la fase de induccion en ratones con CIA incrementa ligeramente los niveles de
Foxp3 en las articulaciones inflamadas, lo que refleja un aumento en la presencia de
células Treg. Sin embargo, los niveles de Treg en los ganglios linfaticos se reducen tras
el bloqueo de TGF-B. En conjunto, esto sugiere que el tratamiento con pl7 favorece la

migracion de las células Treg desde los ganglios linfaticos a las articulaciones
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inflamadas. Al mismo tiempo esto se asocia con un retraso en la aparicion de los signos

de inflamacion y con una artritis menos grave.

El desarrollo de la artritis en el modelo de CIA estd asociado con una respuesta de
los LT, LB y células T especificas de CII y con la produccion de Ac-anti-CII. En este
modelo, predominan los autoanticuerpos de la subclase 1gG2, con elevados niveles
tanto de IgG2a como de IgG2b sobre todo en el momento de maxima inflamacién
(Asquith y col., 2009). Consistentes con estos datos, nuestros resultados muestran un
ratio IgG2a/IgG1 aumentado en el suero de los ratones con artritis, aunque el bloqueo
de TGF-B durante la induccién no modifica los niveles de Ac anti-CII de ambos
subtipos. El incremento de los Ac anti-CII IgG2a es atin més significativo en el pico
maximo de la inflamacion (a las 6 semanas desde la inmunizacidon), comparado con los
niveles durante la fase previa al desarrollo de la inflamacion (2 semanas desde la
inmunizacién). Sin embargo, el bloqueo de TGF- no modifica los niveles de ambos

isotipos, IgG1 e IgG2a, en los dos periodos estudiados.

La implicacion de la IL-6 en los modelos murinos de artritis se ha establecido por su
papel como mediador de la inflamacién cronica y la destruccion tisular (Alonzi y col.,
1998; Kobayashi y col., 2002). Asimismo, esta citoquina se considera un marcador
precoz de la respuesta inflamatoria y su aumento en suero fluctia en sentido
concordante con la actividad de la enfermedad (Knudsen y col., 2008). En los pacientes
con AR, los niveles de IL-6 se han relacionado con el grado de actividad y de dafio
radiologico (Houssiau y col., 1988; Madhok y col., 1993). Sin embargo, el bloqueo de
TGF-B en el modelo de CIA no fue suficiente para vislumbrar un descenso de IL-6 en

los niveles de suero circulante.

4. Papel de TGF-p en ratones con la enfermedad establecida

Nuestros resultados muestran globalmente que el bloqueo de TGF-f§ en ratones con
artritis establecida reduce ligeramente los signos de inflamacién sin observarse un
efecto clinico estadisticamente significativo.

Nuestra hipdtesis inicial planteaba que el bloqueo de TGF-f en ratones con la

enfermedad establecida, bloquearia la supresion de las células T mediada por las células
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Treg, incrementando los signos de inflamacion. Las células Treg producen elevadas
cantidades de TGF-f, que actua sobre las células T efectoras para promover la supresion
inmune (Nakamura y col., 2001). Algunos autores apuntan que el tratamiento con un Ac
anti-TGF-f intraperitoneal en ratones con CIA, aumenta la gravedad clinica de la artritis
(Thorbecke y col., 1992). Sin embargo, nuestros datos muestran un efecto contrario tras
el bloqueo de TGF-B. En nuestro caso, y a diferencia de estos autores, el tratamiento
con pl7 es administrado en los ratones una vez se han establecido los signos de la
inflamacion. En este momento, el bloqueo de TGF-B actuaria sobre las células T ya
diferenciadas, lo que podria explicar la falta de un efecto significativo en las
subpoblaciones de células T en los ganglios linfaticos.

Como se ha mencionado anteriormente, los Ultimos datos publicados apoyan la idea
de que las células Th17 pueden diferenciarse en ausencia de TGF-B (Ghoreschi y col.,
2010). Estos autores sugieren que las células diferenciadas en presencia de IL.-23 tienen
un mayor potencial patogénico y producen IL-17 e IFN-y. Acorde con estos datos
publicados, existe la posibilidad de que cuando TGF-B es bloqueado en el modelo de
CIA, la diferenciacion de las células Th17 sea soportada por un mecanismo alternativo
dependiente de IL-23, justificando los elevados niveles de IL-17, IFN-y e IL-23
observados en las articulaciones inflamadas. Por otra parte, muy recientemente se ha
publicado que las células Th17 desarrolladas por un mecanismo dependiente de 1L-23,
IL-6 y TGF-B1 son patogénicas y producen elevadas cantidades de TGF-B3 (Lee y col.,
2012). Ademas, TGF-B3 induce células Th17 con un papel patogénico en modelos de
EAE y colitis, similar a la capacidad patogénica de las Th17 diferenciadas en presencia
de IL-6 y TGF-B1. Sin embargo, las células Th17 dependientes de TGF-B3, producen
cantidades mas elevadas de IL-23. Teniendo en cuenta que la capacidad inhibitoria de
pl7 sobre TGF-B3 es muy pequefia comparada con los otros dos isotipos de TGF-3
(Gil-Guerrero y col., 2008), es posible que los elevados niveles de 1L-23 y de IL-17
detectados en la articulacion de ratones tratados con pl7, sean producidos por células
Th17 diferenciadas en presencia de TGF-B3. De esta forma, la presencia de mecanismos
de generacion de células Th17 independientes de TGF-B1 explicaria que el tratamiento
con pl7 resultara tan solo en un ligero descenso en la gravedad de la artritis, tal como se

observa.
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Conclusiones

Las células mononucleares de los infiltrados inflamatorios del tejido sinovial
reumatoide humano presentan una fosforilacion de proteinas Smad (Smad-2/3)
incrementada, con ausencia de proteina Smad-7 inhibidora. Los fibroblastos
sinoviales reumatoides in vitro presentan una mayor fosforilacion de Smad-2 en
respuesta a la estimulacion con TGF-. Estos datos apuntan a una sefializacion

de TGF-f activa en la sinovial reumatoide.

El bloqueo de TGF-B durante la induccion de la artritis en el modelo murino de
CIA retrasa los signos de inflamacion y reduce de forma moderada la gravedad
del proceso inflamatorio. Los efectos del bloqueo de TGF-p en el modelo de
CIA son mas eficaces durante esta fase, donde los niveles de células Th17 y

Treg se reducen moderadamente.

El bloqueo de TGF-B en ratones con la artritis establecida reduce de forma
moderada la gravedad de la artritis. Sin embargo, en esta fase no se observa

ningun efecto sobre las células T diferenciadas.

El grado de destruccion cartilaginosa y 6sea no se ve afectado tras el bloqueo de
TGF-f tanto durante la induccion de la artritis como una vez establecida la

enfermedad.

El bloqueo de TGF-B en el modelo de CIA no es suficiente para observar un
marcado efecto beneficioso sobre el desarrollo de la artritis. Esto podria deberse
a la implicacion de otros mediadores solubles diferentes de TGF-f, como IL-23,
en la diferenciacion de las células Thl7, sin poder excluir ademas Ia

participacion de otros componentes celulares en este modelo murino.

Aunque nuestros resultados no demuestran un efecto terapéutico del bloqueo de
TGF-B, estos datos descartan un papel de TGF-p como agente antiinflamatorio

en el modelo murino de CIA.
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Abstract

Objective: To analyze the distribution of regulatory p-Smad-2/3 and inhibitory Smad-7
proteins as indirect markers for TGF-f signalling in rheumatoid arthritis synovial tissue
and to investigate the effect of TGF-f3 blockade in the development and progression of
collagen-induced arthritis.

Methods: Expression of Smad proteins in synovial tissues from rheumatoid arthritis,
osteoarthritic and healthy controls was analyzed by immunohistochemistry. Arthritis
was induced in DBA/1 mice by immunization with chicken type-II collagen (CII). TGF-
B was blocked in vivo with the specific peptide p17 starting at the time of immunization
or on the day of arthritis onset. T cell population frequency and specific responses to
CII were analyzed. Expression of cytokines and transcription factors was quantified in
spleen and joint samples. Statistical differences between groups were compared using
Mann-Whitney U test for two independent samples or one way ANOVA using Kruskal-
Wallis non-parametric test as required.

Results: Regulatory p-Smad-2/3 and inhibitory Smad-7 expression were detected in
rheumatoid arthritis and control tissues. In rheumatoid arthritis, most lymphoid
infiltrating cells showed nuclear p-Smad-2/3 without Smad-7 expression. Treatment
with TGF- antagonist delayed the onset of arthritis and tended to reduce the clinical
severity of disease. Histological joint inflammation and cartilage damage were
comparable in both groups. Frequency of T cells, mRNA levels of cytokines and
transcription factors in spleen and joints, specific proliferation to CII, serum IL-6 and
IgG1/IgG2a anti-CII antibodies were comparable in p17 and PBS treated groups in both
phases.

Conclusions: The observed pattern of Smad proteins expression suggests active TGF-f3

signaling in rheumatoid arthritis synovium. TGF-f3 blockade in collagen-induced



arthritis led to a modest improvement of the disease, pointing to a pathogenetic rather

than protective role for TGF-f in this setting.

Keywords: Transforming growth factor (TGF), rheumatoid arthritis, collagen-induced

arthritis, regulatory T cells, Th17.

Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease characterized by chronic
inflammatory cell infiltration and hyperplastic growth of resident cells and blood
vessels in synovial tissues [1]. TGF-f is a homodimeric protein with pleiotropic actions
in embryonic development, immune responses, inflammation and repair [2]. Excessive
TGF-B1 signaling is associated to pathological scarring and fibrotic disease and plays a
relevant role in the progression of cancer. The effects of TGF-f3 on autoimmune
inflammatory diseases are complex and difficult to predict, limiting the clinical
development of its inhibitors [3-4].

The main concern arises from the observation that genetic deficiency of TGF-B1, the
most potent TGF-f3 isoform, leads to severe multiorgan inflammation and autoimmunity
[5]. TGF- plays a key role in the differentiation and function of Treg cells in mice by
inducing the expression of Foxp3 in vivo and in vitro [6]. CD4+CD25+ T-cells also
produce high levels of TGF-f that is immunosuppressor through TGF-BR actions on
different target cells [7]. However, TGF-f effects are more complex and also include
proinflammatory and immune effector actions. In addition its role on Treg
differentiation, TGF-B may induce Th17 differentiation in mice in the presence of pro-
inflammatory cytokines such as IL-6 [8-9]. In humans, a greater plasticity and

flexibility characterize the differentiation of human Th17 cells. TGF-P together with IL-



21 may also induce Th17 differentiation of human T-cells, but a TGF-f independent,
IL-1B, IL-6 and IL-23 dependent pathway, has also been demonstrated [10-11]. TGF-3
dependent or independent processes in differentiation of Th17 are regulated by the
activation of Rora and Roryt transcription factors [12-13]. Therefore, TGF-3 might have
proinflammatory roles in the pathogenesis of RA and other immune-mediated human
diseases by promoting Th17 development [14-15]. TGF-p activation and signaling have
multiple points of regulation that may modify its transcriptional and functional
immunoregulatory effects. In Crohn disease, dominant inhibitory Smad-7 protein
expression blocks TGF-  immunoregulatory actions permitting T-cell proinflammatory
signaling [16].

The role of TGF-f} in RA pathogenesis remains controversial, and conflicting data have
emerged from different experiments with rheumatoid synovial cells [17-18].

TGF-B is expressed by most cellular components of the rheumatoid synovium,
principally macrophages and T lymphocytes [19-20]. In polyarticular SCW-induced
arthritis in rats, intraperitoneal administration of TGF-1 can prevent or ameliorate
arthritis [21]. In addition, injection of TGF-B1 protects from arthritis development in
CIA (collagen-induced arthritis) mice [22]. However, intraarticular administration of
TGF-B1 in rats induces inflammation and joint damage [23]. TGF-f blockade in several
models of arthritis has also shown different results. Local and systemic injection of
neutralizing antibodies to TGF-f during the induction phase of CIA increased the
severity of arthritis [24-25]. In contrast, treatment with anti-TGF-BRI antibodies in
BALB/c mice with CAIA (collagen antibody-induced arthritis) reduced signs of arthritis
and synovial pathology in arthritic mice [26]. These models may be variably dependent
on the different immunoregulatory or proinflammatory actions of TGF-. In the murine

model of CIA, specific Th17 responses to type II collagen (CII) immunization at the



early stage of the disease have been demonstrated [27], and IL-17 blockade reduces the
production of proinflammatory cytokines and the severity of the inflammatory process
[28]. Increased numbers of Th17 have been found in the synovial fluid and synovium of
patients with RA, but their relevance as proinflammatory effectors is unclear [29-31].
To obtain proof of TGF-f signaling in RA synovial tissues, we have analyzed the
distribution of p-Smad-2/3 and their Smad-7 inhibitor in RA synovial tissue. Smad-2/3
are phosphorylated and translocated to the nucleus upon TGF-f receptor activation.
Smad-7 is an inhibitory Smad which expression is induced by Smad-2/3 as a feedback
regulatory mechanism. Therefore the pattern of expression of these proteins is a good
surrogate marker for the activation status of the TGF-f pathway [20, 32].

We also investigated the effects of a recently developed small peptide antagonist of
TGF-B1 (p17) that permits investigating the role of TGF-B1 in different phases of
arthritis in the CIA model. This peptide has shown the capacity to block TGF-B1
activity by inhibiting the phosphorylation of Smad proteins induced by TGF-f3, and
inhibits human and murine-derived Treg activity in vitro and in vivo, restoring T cell
proliferation [33-34]. We hypothesized that, depending on the phase of TGF-f blockade
(i.e. during the induction of arthritis or when arthritis is established), it might have

different effects on the course of arthritis.

Materials and methods

Human synovial tissues

Synovial tissue was obtained from 7 patients with RA and 8 patients with osteoarthritis
(OA) at the time of prosthetic joint replacement surgery. Tissue from 10 healthy adult
donors without a history of joint disease was obtained at elective arthroscopic surgery

for minor traumatic lesions.



Immunohistochemical detection of Smad proteins in human tissues
Immunohistochemical (IHQ) studies were performed on paraffin-embedded sections.
Tissues were staining with either polyclonal rabbit anti-phospho-Smad-2/3 (anti-p-
Smad-2/3) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) or polyclonal goat anti-
Smad-7 (Santa Cruz Biotechnology) overnight at 4°C, followed by the appropriate
biotinylated secondary antibodies (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA).
IHQ staining was performed with a peroxidase avidin-biotin complex technique (SK-
4100; Vector). Diaminobenzidine was used as chromogen substrate, and sections were

counterstained with hematoxylin.

Mice
DBA/10laHsd male mice were purchased from Harlam laboratories and maintained
under specific pathogen—free conditions. All experiments followed institutional

guidelines and were approved by the Ethic Committee from Hospital 12 de Octubre.

Induction and assessment of arthritis

Ten-week-old male mice were immunized by intradermal injection at the base of the tail
with 200ug of chicken CII in Complete Freund’s Adjuvant (CFA), as previously
described [35]. Joint inflammation was measured daily with a 0-10mm microcalliper
(Mitutoyo; Japan). Clinical severity of the paws was assessed daily using the following
scale: (0) normal, (1) slight swelling and erythema, (2) pronounced edematous swelling,
and (3) stiffness of the joint, yielding a maximum score of 12 per mouse. Results are
expressed as mean + SEM of clinical score per group, along the duration of

experiments.



Treatment protocols

To analyse the contribution of TGF-J to the induction of CIA, mice were treated
intraperitoneally with 75 ug of p17 (provided by Digna Biotech, Pamplona, Spain) [33]
or vehicle (PBS), daily during 3 weeks starting at the time of immunization. The role of
TGF-p in progression of established arthritis was assessed by treating mice with PBS or
100 pg of p17 daily for 10 days starting on the day of arthritis onset. Seven to ten mice

per group were included in each experiment.

Histological joint inflammation and cartilage damage

Mice were euthanized and paws were removed and fixed in 4% formaldehyde,
decalcified with 10% EDTA pH 8.0 and embedded in paraffin. 5-um sections were
prepared and stained with haematoxylin-eosin and safranin O for assessment of
histological damage and integrity of articular cartilage. Each sample was evaluated by
two independent observers. The severity of joint damage was quantified as follows: (0)
normal joint, (1) moderate infiltration with discreet erosions, (2) severe infiltration and
moderate erosions with preserved joint architecture and (3) severe erosions with loss of
joint structure. A mean for each paw was obtained by assessing the distal and proximal
interphalangeal joints and the tarsal-metatarsal joint and the addition of the four paws
determined the histological score (maximum of 12 for each mouse). Cartilage
destruction was evaluated with a semiquantitative scale ranging from 0 to 4, depending
on cartilage loss as follows: (0) 0%, (1) 0-25%, (2) 25-50%, (3) 50-75% and (4) 75-
100% of joint cartilage loss. A mean for each paw was obtained and the score for each

mouse was calculated (maximum 16).

Analysis of ClII-specific responses



Single cell suspensions of inguinal lymph nodes (ILN) were cultured in the presence of
50pug/ml CII. After 48 hours, supernatant was collected and IFN-y and IL-17 production
was measured by ELISA (mouse IFN-y and mouse IL-17A ELISA max set standards,
BioLegend). The specific proliferative response to CII was determined by the
incorporation of WST-1 (cell proliferation reagent, Roche; Mannheim, Germany) in

cultured cells after 72 hours.

Flow cytometry

ILN were stimulated with 20ng/ml PMA (Sigma-Aldrich; Madrid, Spain) and 1pg/ml
ionomycin (Sigma-Aldrich) in the presence of 10pug/ml brefeldin A (Sigma-Aldrich) for
4 hours at 37°C, 5% CO,. Cells were stained with anti-CD4-PerCP (clone RM4-5, BD
Biosciences; San Diego CA, USA), anti-CD8-PE-Cy5 (clone 53-6.7, BioLegend) or
anti-ydTCR-PE-Cy5 (clone eBioGL3, eBioscience; San Diego CA USA) antibodies,
permeabilized with 0,5% saponin and stained with anti-IFNy-FITC (clone XMG1.2, BD
Biosciences), anti-IL17-PE (clone TC11-18H10, Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach,
Germany) and anti-IL4-PE (clone 11B11, BD Biosciences) antibodies.

To detect Treg, single cells suspensions from ILN were stained with anti-CD4-PerCP or
anti-CD8-PE-Cy5 and anti-CD25-FITC (IL-2 receptor a chain p55, clone 7D4, BD
Biosciences) antibodies. Cells were fixed, permeabilized and stained with anti-Foxp3-
PE (clone MF-23, BD Biosciences) antibody following manufacturer instructions. Flow
cytometry analysis was performed in a FACSCalibur instrument and analysed with Cell

Quest Pro software (BD Biosciences).

Quantitative real-time-polymerase chain reaction (RT-PCR) analyses



Expression of IL-6, IL-17, IFN-y, Roryt, IL-23p19 and FoxP3 was analysed by
quantitative RT-PCR. Tissues from spleen and pooled inflamed joints from each animal
were snap frozen in liquid nitrogen and pulverized. Total RNA was extracted using TRI
Reagent (Sigma-Aldrich) and 1pg was used for first-strand complementary DNA
(cDNA) synthesis with High Capacity cDNA Transcription Kit (Applied Biosystems;
Warrington, UK). Quantitative RT-PCR was performed on an Applied Biosystems 7500
Fast Real-Time PCR System using Power SYBR Green PCR Master Mix and the
following primers: IL-6 sense: 5-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC-3’, antisense:
5"-TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC-3"; IL-17 sense: 5°-
GCAATGAAGACCCTGATAGATATCC-3', antisense: 5'-
TTCATGTGGTGGTCCAGCTTT-3"; IFN-y sense: 5’-
GCGGCTGACTGAACTCAGATT-3’, antisense: 5'-
CACTGCAGCTCTGAATGTTTCTTATT-3"; FoxP3 sense: 5'-
CCCATCCCCAGGAGTCTTG-3’, antisense: 5'-ACCATGACTAGGGGCACTGTA-
37; IL-23p19 sense: 5'-AAAATAATGTGCCCCGTATCCAG-3’, antisense: 5'-
GCTCCCCTTTGAAGATGTCAG-3"; RORyt sense: 5'-
AGTGTAATGTGGCCTACTCCT-3’, antisense: 5'-GCTGCTGTTGCAGTTGTTTCT-
3’; GAPDH sense: 5'-CATGGCCTTCCGTGTTCCTA-3’, antisense: 5'-
GCGGCACGTCAGATCCA-3". For relative quantification, we compared the amount
of target normalized to the endogenous reference, by using standard curves of target

genes and the endogenous reference GAPDH.

Serum measurements
Levels of anti-collagen antibody IgG1 and IgG2a in the serum of CIA mice were

assessed by Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Briefly, plates (Costar,



Washington, USA) were coated with 2ug/ml of CII dissolved in Tris buffer (0,05M
Tris, 0,2M NaCl, pH 7.4) and incubated overnight at 4°C. Plates were blocked with 2%
bovine serum albumin, and then incubated with serial dilutions of sera. A standard
curve was generated for each assay by including serial dilutions of a reference sample of
pooled sera from arthritic mice. The higher concentration of the reference sample was
arbitrarily assigned an antibody concentration of 1 RU/ml. Bound IgG1 or IgG2a
antibodies were detected by incubation with horseradish peroxidase-conjugated sheep
anti-mouse IgG1 and IgG2a (BD Biosciences), followed by addition of TMB (3,3,

5,5 -TetraMethylBenzidine, BD Biosciences) substrate. Optical density was measured
at 450 nm and corrected at 560 nm. Antibody concentrations for each sample were
obtained by reference to the standard curve. Levels of IL-6 in the sera of mice were

assessed by ELISA (mouse IL-6 ELISA max set standard, BioLegend).

Statistical analysis

A descriptive analysis of each experiment was performed to compare the incidence and
severity of the disease. The impact of treatment on the clinical score of CIA mice along
the course of disease was analyzed by ANOVA for repeated measures. Statistical
differences between groups were compared using Mann-Whitney U test for two
independent samples or one way ANOVA using Kruskal-Wallis non-parametric test as
required. Correlation between histological and cartilage damage scores was analyzed by
Spearman’s test. Analysis was performed using GraphPad PRISM software (version
5.01, Graph Pad; CA, USA) and advanced SPSS software version 15.0 (SPSS Iberica,

Madrid, Spain). P values less than 0.05 were considered significant.



Results

Phosphorylation of Smad proteins in RA synovial tissues

To obtain evidence of TGF-f activation in RA synovium, we analyzed the presence and
distribution of regulatory p-Smad-2/3 and inhibitory Smad-7 by IHQ. Increased p-
Smad-2/3 with a nuclear distribution was observed in blood vessels, synovial lining
cells and mononuclear cell infiltrates of RA and OA synovial tissues compared to
healthy controls (figure 1A, C, E). Expression of Smad-7 was also detected in blood
vessels and synovial lining cells but it was similar between all three groups (figure 1B,
D, F). Mononuclear infiltrates in either RA or OA synovial tissues abundantly
expressing nuclear p-Smad-2/3 protein did not express Smad-7, pointing to unopposed

p-Smad-2/3 activity in lymphocytes cells (figure 1A, B).

Effect of specific blockade of TGF-B1 during induction of CIA

TGF-B blockade during the induction phase of CIA delayed arthritis presentation as
indicated by the time required to achieve 50% of disease incidence (day 20 in PBS
group vs day 25 in p17 group) (Figure 2A). However, arthritis incidence reached 100%
in both groups at the end of the experiment (42 days post-immunization). Mice treated
with p17 showed a trend towards reduced severity in comparison to control mice, as
assessed by clinical score (Figure 2B) and paw swelling (not shown), but differences
were not statistically significant (p=0.12). A total of 3 experiments were performed and
a small but similar reduction of clinical scores was consistently observed [Additional
file 1].

Histopathological analyses of joints at 6 weeks after immunization did not show
differences between mice treated with p17 or PBS. Extensive erosions with loss of joint

structure and massive accumulation of inflammatory cells were observed in both groups



(Histological score PBS 8.47 + 0.76 vs p17 8.49 + 0.9) (Figure 2C). Cartilage
destruction was severe and similar in both groups (Cartilage score PBS 13.25 + 0.65 vs

pl17 13.74 + 1.02) (Figure 2C).

Immunological effects of specific blockade of TGF-B1 during CIA induction phase
To investigate potential changes on T-cells induced by blockade of TGF-f after CII
immunization, we analyzed T-cell responses in ILN cells. P17 treatment induced a
small, non-significant reduction in the frequency of Treg and Th17 cells in ILN (Figure
3A). TGF-p blockade did not modify the frequency of Thl or Th2 cells (Figure 3A). We
next investigated the proportion of IL-17 producing CD8+ and yd T cells, as a relevant
cell source of IL-17 in the joints from CIA mice [36]. Differences in the proportion of
IL-17 and IFN-y producing CD8+ and yd T cells were not detected (data not shown).
T-cell proliferative responses to CII in ILN cells from CIA mice were not modified by
treatment with p17 (Figure 3B). Production of IFN-y by CII stimulated T-cells was
unchanged and only a marginally significant reduction on the production of IL-17 was
observed (p=0.09) (Figure 3B).

Serum levels of IL-6 and anti-CII Ab IgG1 and IgG2a responses were analyzed at 2 and
6 weeks after immunization. IL-6 was similar at 2 and 6 weeks after CII immunization
in treated and control groups (Figure 4A). IgG1 and IgG2a anti-CII antibodies were also
similarly increased at 6 weeks in both groups (Figure 4B).

To analyze mRNA levels of cytokines and transcription factors in CIA mice after p17
treatment during induction of disease, spleen and inflamed paws were collected at 6
weeks. Foxp3, IL-6, IL-17 and IFN-y mRNA expression in spleen was comparable in
both groups (data not shown). Although increased Foxp3 and reduced expression of IL-

17 were found in inflamed paws after treatment with p17, differences were not



statistically significant (Figure 4C). No differences were observed in IFN-y, IL-23 and

Roryt mRNA expression between both groups (Figure 4C).

Blockade of TGF-B1 in mice with established arthritis

To analyze the role of TGF-f3 on established arthritis in CIA, mice were treated with
pl7 for 10 days, starting on the day of disease onset. Mice treated with p17 showed
reduced severity of CIA in comparison to control mice, as assessed by clinical score and
number of affected joints (not shown), although differences were not statistically
significant (p=0.27). This small reduction on severity was also consistent among
different experiments [Additional file 2A].The degree of histological synovial
inflammation and cartilage damage was also slightly, non-significantly reduced in p17
compared to PBS treated mice (Histological score: 5.73 + 0.88 vs 6.64 + 1.22; Cartilage

damage score: 10.31 +0.94 vs 12.00 £ 0.71) [Additional file 2B].

Immunological effects of specific blockade of TGF-p1 during established CIA
Blockade of TGF-B did not modify the proportion of Treg, Th17, Thl and Th2 in
arthritic mice (Figure 5SA). Proportion of IL-17 producing CD8+ and yo T cells was also
comparable in treated and untreated groups (data not shown). Specific proliferation of T
cells to CII showed an increased response (PBS 0.15 + 0.03; p=0.03 and p17 0.11 £
0.03; p=0.01) compared to baseline condition (PBS 0.07 + 0.02 and p17 0.04 = 0.01)
(Figure 5B), but there were not statistical differences between groups. Differences
between groups in production of IL-17 and IFN-y in response to CII were not observed
(Figure 5B).

Treatment with p17 did not modify IL-6 and anti CII-specific antibodies, I[gG1 and

IgG2a at the end of each experiment (Figure 6A).



Analysis of mRNA expression showed no difference in Foxp3, IL-6 and IL-17 levels in
spleen of CIA mice after TGF- blockade, whereas levels of IFN-y significantly
increased upon treatment with p17 (PBS 0.09 £ 0.01 vs p17 0.29 £+ 0.06; p=0.04)
(Figure 6B). In CIA inflamed paws from p17 treated mice only IL-23p19 was
significantly higher (PBS 0.02 = 0.01 vs p17 0.09 + 0.01; p=0.003) (Figure 6C). Levels
of Foxp3, IL-6 and Roryt were similar in both groups. Also, treatment with p17
increased levels of IL-17 and IFN-y, although the difference was not statistically

significant (Figure 6C).

Discussion

Several studies have demonstrated the presence of TGF-B1 in the synovial tissue and
synovial fluid of RA patients [37] and higher expression of TGF-f receptor type 11
(TGF-BRII) in rheumatoid compared to osteoarthritic synovial fibroblasts [38].
Furthermore, increased expression of TGF-f and TGF-BRI in rheumatoid synovial
fibroblasts positively correlates with clinical markers of disease activity pointing to a
correlation between TGF- and inflammation [39]. Our data confirm that the classical
TGF-p signalling pathway is activated in RA and OA synovial tissues, as shown by
increased phosphorylation of Smad-2/3. Inhibitory Smad-7 expression parallels p-
Smad-2/3 expression in synovial cells of healthy and inflamed tissues but, remarkably,
synovial lymphoid infiltrating cells did not express Smad-7 despite the abundant nuclear
p-Smad-2/3 expression.

In the CIA model of arthritis, systemic blockade of TGF-p, either during the induction
phase or during established arthritis, did not have a great impact in the incidence or
severity of the disease. The small effects cannot be attributed to insufficient TGF-3

inhibition, because a similar protocol of p17 treatment has been previously shown to



block activity of TGF-f in vivo [33]. We confirmed the capacity of p17 to potently
inhibit TGF-B induced phosphorylation of Smad proteins in spleen cells from CIA mice
in vitro (data not shown).

This may indicate a non relevant role for TGF-f in this model that could be explained
by multiple effects of different sign on different components of the immune or effector
phase of the disease. Nevertheless, the net effect of TGF-f blockade was beneficial,
discarding a protective effect for this factor in this model of autoimmune inflammation.
The observed effects, although modest, were clearer on T-cell responses than on
inflammatory tissue damage. Bone and cartilage destruction progressed similarly in
mice treated with the TGF-f inhibitor in the established phase of the disease. These
clinical effects are consistent with those observed in other models of arthritis. In murine
CAIA, intraperitoneal treatment with an anti-TGF-BRI antibody prevents signs of
arthritis [26]. In rats, local injection of TGF-f induces synovial hyperplasia and
recruitment of inflammatory cells [23, 40] and injection of anti-TGF- antibody inhibits
chronic synovial inflammation in SCW-induced arthritis [41].

The effects of TGF-f inhibition on T-cell responses had not been previously analyzed in
animal models of arthritis. In experimental autoimmune encephalomyelitis, a related T-
cell mediated disease, TGF-} overexpression in T cells induces a more severe disease
by increasing Th17 cells. Consistently, TGF-3 blockade inhibits Th17 differentiation
and prevents disease development [42]. In CIA, we observe that TGF-3 blockade during
the induction phase, moderately reduced the frequency of Th17 subpopulations and the
production of IL-17 by ILN cells. The net effects were small suggesting that TGF-f3
may be not absolutely necessary for Th17 differentiation as previously shown in TGF-
B1 deficient mice [9]. An alternative, IL-23 dependent and TGF-f independent pathway

of Th17 differentiation has been described and might have greater pathogenic potential



in arthritis [43]. Therefore, we can conclude that in our model, TGF-f has a small effect
on Th17 differentiation and perhaps other cytokines such as IL-23 may be involved.
Although CD4+ T cells are considered to be the major T cell source of IL-17, recent
reports indicate that other T cells populations such as y3T cells and CD8+ cells can
contribute to IL-17 production in CIA mice [36, 44-45]. However, our results did not
show any effect of specific TGF-f blockade on IL-17 production by yd and CD8+ T
cells.

Treg cells have been demonstrated to provide a protective role in CIA [46]. TGF-B
plays an essential role in Treg differentiation, as mice deficient in TGF-$1 show a
defect in the maintenance of Foxp3 Treg cells and develop a lethal lymphoproliferative
disorder [47-48]. Furthermore, TGF-f signaling protects Treg cells from apoptosis [49].
The capacity of p17 to decrease Treg production depends on its inhibitory effect on
TGF-B1 and, to a lesser extent, TGF-32 as it has been previously demonstrated in a
model of cancer immunity [34]. In the absence of functional TGF-B1, Treg
development might proceed by compensatory expression of TGF-B2 and TGF-B3 in the
thymus and periphery [50]. Our results show only a small reduction of the production of
Treg in ILN after TGF-§ of CIA mice during induction of disease. Therefore, the
mechanisms involved in Treg development in cancer or autoimmune arthritis may be
different.

In established disease, where T cells are already differentiated we did not observe any

difference in T cell differentiation between p17 treated and control mice.

Conclusions
Our data provide evidence of ongoing TGF-f signaling in RA synovial tissue and show

a marginal therapeutic effect of its inhibition in the CIA model. Further studies in



humans are desiderable since translation of the animal data to the human disease is

difficult considering the different biology of T-cell differentiation.
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Legend to Figure

Figure 1. Active TGF-p signaling in synovial tissues. Inmunodetection of p-Smad-

2/3 and Smad-7 in RA (A-B), OA (C-D) and healthy (E-F) synovial tissues. Arrows

show p-Smad-2/3 in mononuclear cell aggregates of RA synovial tissue. Representative

results of immunolabeling. Original magnification X400.



Figure 2. Blockade of TGF-p signaling during CIA induction. A, Delayed arthritis
onset in mice treated with p17 (A) compared to control mice (o). B, Decreased severity
of CIA in p17 treated mice. Clinical scores were evaluated daily during 6 weeks after
induction of arthritis in mice treated with p17 or vehicle (PBS). C, Representative
hematoxylin-eosin and safranin O staining of the tarsal-metatarsal joint collected from
DBA/1 mice at 6 weeks after immunization. Histological joint inflammation (left
panels) and cartilage damage (right panels) in p17-treated mice (down), PBS-treated
mice (middle) and healthy (non immunized) mice (up) are shown. Original
magnification: x 100. Results from 1 representative of 3 independent experiments are

shown.

Figure 3. Effect of specific blockade of TGF-p1 during induction of CIA on T-cell
responses. A, Comparable frequency of cytokine producing (left panel) and regulatory
T CD4+ cells (right panel) in PBS and p17 treated mice. B, T-cell responses to CII in
pl7 treated mice. Cells from ILN were cultured for 72 hours with or without chicken
CII (50pg/ml) and proliferation (left panel) and IL-17 and IFN-y production (right
panel) were assessed. Results shown are from 1 representative of 3 independent

experiments.

Figure 4. In vivo responses after blockade of TGF-p during CIA induction. A,
Serum levels of IL-6 at 2 and 6 weeks after immunization in CIA mice treated with p17
at the time of immunization. B, Anti-CII antibodies (IgG1 and IgG2a) in p17 treated
mice at 2 and 6 weeks. Results are expressed in Relative Units per ml (RU/ml). C,

mRNA expression of cytokines and transcription factors in paws of CIA mice treated



with PBS (0) and p17 (A). Results are expressed in arbitrary units normalized for the
expression of GAPDH in each sample. Data shown in A and B are from 1 representative

of 3 independently experiments. Data in C are pooled from 2 experiments.

Figure 5. T cell responses in CIA mice with established disease after specific
blockade of TGF-B1. A, Frequency of cytokine producing and regulatory T CD4+ cells
in PBS and p17 treated mice. B, Response to CII (50pug/ml) was assessed in p17 and
PBS treated mice as described figure 3. Results (mean = SEM) shown are from 1

representative of 3 independent experiments.

Figure 6. In vivo responses after blockade of TGF-p in mice with established
arthritis. A, Production of IgG1 and IgG2a anti-CII antibodies (RU/ml) and IL-6
(pg/ml) in serum of arthritic mice treated during established disease. Expression of
cytokines and transcription factors in spleen B, and inflamed paws C, of arthritic mice
after blockade of TGF-B were analyzed by quantitative RT-PCR. *p<0,05. **p<0,01.
Results are expressed in arbitrary units using GAPDH as endogenous reference in each
sample. Data shown in A and B are from 1 representative of 3 independently

experiments. Data in C are pooled from 2 experiments.

Additional files

Figure legends

Additional file 1. Blockade of TGF-p signaling during CIA induction. Delayed
arthritis onset A, and decreased severity B, in mice treated with p17 (A) compared to
control mice (O0) during induction of disease. Results from 2 independent experiments

are shown.



Additional file 2. Blockade of TGF-f signaling in established arthritis. A, Reduced
severity of CIA in p17 treated mice. The severity of clinical signs was measured for 10
days in arthritic mice treated with PBS or p17 and comparable data were observed in
different experiments. B, Representative hematoxylin-eosin and safranin O staining of
the tarsal-metatarsal joint collected on day 10 after arthritis onset in mice treated/not
treated with p17. Histological joint inflammation (left panels) and cartilage damage
(right panels) in p17-treated mice (down) and PBS-treated mice (middle) compared to
healthy non-immunized mice (up). Original magnification: x 100. Mean histological
and cartilage damage scores of treatment groups in arthritic DBA/1 on day 10 after

arthritis onset. Results shown are from 1 representative of 3 independent experiments.
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