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RESUMEN

En el presente trabajo se trato de reproducir un modelo murino de Artritis tipo
Reumatoide a través cuatro inmunizaciones con proteoglycano del cartilago
de pollo emulsionados en adyuvante completo de Freund (CFA) y adyuvante
incompleto de Freund (IFA) en los dias 0, 7, 28 y 49 en ratones de la cepa
Balb/c hembras mediante inyecciones intraperitoneales.

En dos grupos de ratones, 15 experimentales inmunizados con
proteogiycano de pollo y 15 controles, a los que se les administré solucion
salina fisioldgica se les observé la evolucién de la artritis mediante un
registro de marcas visuales por una persona ajena al proceso experimental,
de tal manera que fuera un estudio doble ciego, en donde fueron
determinadas fa mediciones de los didametros de las articulaciones de los
ratones tanto inmunizados comoe no inmunizados con la finalidad de
comprobar la evolucién de signos de inflamacién visualmente desde antes
de la inmunizacién (dia cero) hasta el dia de sacrificio de cada ratén.

Después de dos, tres y cuatro semanas de la Uitima inmunizacion, en que
los ratones fueron sacrificados con el objetivo de obtener asi las
extremidades delanteras y traseras de los animales, se realizé el
procesamiento de tejidos. Los cortes de las articulaciones de los ratones,
fueron analizadas por un especialista, el Dr. Felipe Cerda jefe del area de
histopatologia del Hospital Civil de Guadalajara, como persona ajena al
proyecto (estudio doble éiego) con tal de que proporcionara los datos de
dafo de tejido y presencia de ia AR a nivel histoldgico en los ratones
inmunizados en comparacién con los ratones controles.

Se encontré como resultado que no existié una diferencia significativa entre
las medias de los diametros de las articulaciones de los ratones controles y
las medias de los ratones inmunizados, péro si se presenté una tendencia a
inflamacion en las extremidades de los ratones inmunizados. Asi con
tampoco existié a nivel histopatolégico diferencia morfolégica definitiva que
expresara los signos de presencia de AR experimental.
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I. INTRODUCCION

Consideraciones éticas y de sentido comun restringen la investigacion
biomédica con los humanos. Por esta razén el uso de modelos animales
para el estudio de ‘desérdenes humanos” ha jugado un rol critico en
entender los procesos de enfermedades y, de hecho, han sido de gran valor
para el disefio y test de regimenes de tratamiento. Una gran variedad de
especies, vertebrados e invertebrados, han sido utilizados con estos fines.
En un modelo biolégico se debe reproducir un efecto proveniente del sujeto
original, poseer una estructura, una lbégica propia y realizar actos
determinados cuando se utiliza para extrapolar resultados de una especie
animat al hombre.

Sin embargo, no existe un modelo perfecto extrapolable al hombre, aunque
hay wuna infinidad de modelos experimentales, cuyas respuestas
fragmentarias incrementan el significado biolégico del fendémeno observado
(José Carlos Crispin & Varela, 1999).

Para el estudio de la Artritis Reumatoide (AR) se han utilizado modelos
animales de rata y ratén, los cuales presentan caracteristicas clinicas que se
parecen a la artritis reumatoide de los humanos, e incluyen caracteristicas
histolégicas de la -articulacion como hiperplasia sinovial con infiltracion
masiva de células inflamatorias, similar a las anormalidades en pacientes
con artntis; por lo que estos modelos pueden colaborar en la comprensién de
los mecanismos de los procesos patogenéticos de la enfermedad (Steffen,
2000).

Existen reportes de induccién de Artritis Reumatoide por diferentes
sustancias y en diferentes cepas de ratones, entre las cuales se encuentran:
artritis inducida con coldgena (AIC), artritis inducida con pristan (AIP) vy la
artritis inducida con proteoglycano de diferente origen alogenico (AIPG)
(Steffen, 2000)

El uso del modelo en ratén de artritis es menos costoso que el de 1a rata. La
cepa Balb/c es de facil adquisicién y reproduccion, por lo que se optd por la
induccion de AR con proteoglycano de pqllo, el cual esta reportado en esta
cepa (Glant., Mikecz et al., 1987). '




Sin embargo, algunos autores mencionan poca inductividad de AR con
proteoglycano de origen bovino (Lindqvist, Bockermann et al., 2002), por lo
que se decidié aplicar el proteoglycano de pollo, después de realizar una
prueba piloto utilizando proteoglycano de bovino (Agrecan) para observar su

eficacia como inductor en esta cepa.



II.- ANTECEDENTES

HISTORIA Y PATOGENESIS DE LA ARTRITIS REUMATOIDE

El ser humano cuenta con un desarrollado sistema propio de seguridad ante
agentes exégenos y enddgenos indeséabies que se denomina como el
sistema inmune. Este sistema organiza impecablemente las respuestas
naturales o innatas mediadas basicamente por macroéfagos, neutrofilos,
céluilas NK vy la activacion del complemento. Las respuestas de defensa
adquirida o especifica son mediadas por anticuerpos, linfocitos e
interleucinas. Del equilibrio de estos sistemas depende que se mantengan
los mecanismos adecuados de tolerancia inmunoldgica. Al perderse la
tolerancia puede aparecer por diferentes mecanismos la presencia de
autoinmunidad y enfermedad en el individuo afectado (Uribe, 1999).

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autcinmune y con
predisposicion genética (Yen, 2001), afecta aproximadamente al 1 % de la
poblacién mundial humana adulta (Verhoef, Van Roon J.A.G. et al., 2001;
Wipke & Allen, 2001) (Jeffrey M. Otto, Raman Chandrasekeran et al., 2000),
las propofciones de predominio son por lo menos superior a tres veces en
los paises industrializados que en otra parte y normaimente, lleva a una
invalidez significativa y una reduccién consecuente en la calidad de vida
(Smolen, Steiner et al., 2001), afectando a millones de personas en el
mundo no sofo con sufrimiento humano, sino que también es causa de
considerables costos socio-econémicos por el tratamiento y la incapacidad
(Lindqvist, Bockermann et al., 2002). AR es dos a tres veces mas frecuente
en las mujeres que en los hombres y puede empezar a cualquier edad
{Verhoef, Van Roon J.A.G. et al., 2001), con un indice maximo entre la
cuarta y sexta década de vida (Smolen & Steiner, 2003).

La paleopatologia de los estudios de especimenes con una antigiiedad de
vanios miles de afios atrds, muestra claras evidencias de AR en las tribus
americanas .Nativas del Norte de América (Firestein, 2003), con un

predominio encontrado en los restos extremadamente alto, por encima del



5% de individuos afectados en algunos de los grupos. La evidencia de AR
en Europa aparecié primero en el siglo XVil, sobre todo en los Reyes
Holandeses (Fig.1) y,' posteriormente, Sydenham publicé el primer informe
del caso en 1676. Aunque el caso no fue totalmente reportado y, como
consecuencia, la enfermedad no era totalmente reconocida hasta que se
definié6 por Garrod en 1859, quien ia nombrd la artritis ‘reumatoide” para
distinguirla de las dos formas muy conocidas de artritis, la fiebre reumatica y
la gota. Pero no fue hasta 1957, cuando Charles Short describid
definitivamente y claramente la Artritis Reumatoide y la puso aparte como
una entidad clinica definida distinta del seronegativo el espéndilo-artropatias,
la enfermedad cristal-inducido, la osteoartritis, el lupus sistémico eritimatoso

y muchas otras condiciones (Firestein, 2003).

Figura. 1 Pequefia evidencia de AR. Como la enfermedad era
nombrada en el arte antes del siglo XVII en Europa. La Familia de Jordaens
en un Jardin por Jacob Jordaens (1630).

Las causas de la AR son desconocidas, se han reconocido muchas sendas
involucradas en ia generacién de la enfermedad y algunos de éstas se han
identificado inequivocadamente como importantes por las pruebas
terapéuticas de estudios principales en sistema inmune y los procesos
inflamatorios. Se ha especulado mucho tiempo que la AR pudiera activarse
por los agentes infecciosos, pero la prueba de esto aun es desconocida
todavia. A su vez, con lo que respecta a esto, los pacientes con AR
responden favorablemente a drogas que tienen una actividad antibiética o se
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derivan de anti-bidticos, auncjue los mecanismos antibacterianos de accion
normaimente no son los implicados en este efecto (Smolen & Steiner, 2003).
A medida que aumenta el conocimiento de los procesos de la patogénesis
de la AR se abre la puerta a terapias nuevas (Ernest, 2001).

Se han sugerido varios factores como causa de la enfermedad, como son los
factores genéticos, factores medioambientales y los agentes infecciosos,
hasta ahora la etiopatogénesis no ha sido completamente resuelta
(Lindqvist, Bockermann et al., 2002).

Las primeras teorias de la patogénesis de la AR indican a los auto-
anticuerpos y los complejos inmunes como principales involucrados, pero
respecto a estas se ha evolucionado desde mediados del siglo XX, cuando
fueron considerados los primeros conceptos de la hiper-reactividad inmune.
La primera pista de que la hiper-reactividad juega un papel importante en
AR fue la identificacién del factor reumatoide en la sangre de pacientes
afectados (Smolen & Steiner, 2003).

El factor reumatoide se observo originalmente por Waaler en 1939 y
después fue redescubierto por Rose en 1948 en virtud de su habilidad de
aglutinarse en las células rojas de ias ovejas, que habian sido cubiertas con
el suero del conejo. Estas observaciones llevaron a la suposicién logica de
que AR podria ser una enfermedad autoimmune causada por los mismos
anticuerpos reactivos. La primera patogénesis potenciél del factor
reumatoide en AR como un iniciador de enfermedad por complejos-
mediadores inmunes se formul6 durante los afios sesenta y clasicamente fue
descrita por Zvaifler en 1973 (Firestein, 2003).

Sin embargo, la Artritis Reumatoide es mds probable que no sea una soia
enfermedad sino un sindrome clinico causados por una variedad de
procesos patoldgicos diferentes (Lindqvist, Bockermann et al., 2002).

Debido a que la patogénesis de la AR no esta muy clara (Verhoef, Roon et
al., 2001), el diagnédstico clinico es basado en las descripciones en lugar de
una comprensién de los mecanismos de la enfermedad, se han puesto
extensos esfuerzos en la union y la asociacién de estudios con pacientes de
AR (Peter Olofsson, Jens Hoimberg et al., 2003); el desarrolio de drogas
modernas (Lindqvist, Bockermann et al., 2002), de terapias alternativas y
nuevas (Ernest, 2001).



MECANISMOS Y DANOS INVOLUCRADOS EN LA ENFERMEDAD DE AR

La Artritis Reumatoide en los humanos es una enfermedad autoimmune
crénica caracterizada por respuestas celulares y humorales (Yuhe Ma,
Sherry Thornton et al., 1998), donde existe una inflamacién de la membrana
sinovial de mditiples articulaciones (Cynthia Driskell, Michael Emery et al.,
2003).

El indice de prevalecia de esta enfermedad aumenta con la edad, tanto
factores genéticos, como ambientales contribuyen a su etiologia (Moreno,
1996), se clasifica como una enfermedad inflamatoria sistematica crénica,
mediada por inmunidad celular caracterizada por la presencia de linfocitos T
activados y macréfagos, asi como por una sinovitis inflamatoria crénica con
frecuente compromiso simétrico de las articulaciones periféricas, que pueden
progresar hasta la destruccion de los cartilagos, la erosién y la deformidad
crénica del hueso (Starkebaum, 2000 y Quattrocchi Emilia, Waimsley Marita
et al., 1999). En donde se ha aumentando el volumen del fluido, existe gran
infiltracion celular de varios tipos (los neutrofilos, los macréfagos, los
fibroblastos, las células T, y las células dendriticas) en la membrana sinovial
y en las regiones periféricas articulares y numerosas cascadas de
sefalizaciéon que interactlan expresando niveles altos de citocinas
proinflamatorias (Wipke & Allen, 2001), quimiocinas vy ofros mediadores
inflamatorios que a una elevada produccién de estos, finalmente dan como
resultado la destruccién del cartilago, corrosion del hueso y remodelacién
patolégica de las estructuras de la articulacién (Steffen, 2000 y Kaplan
Charles D, O'Neili Shannon K et al., 2002).

Ademas de la inflamacién en la membrana sinovial, el frente agresivo del
tejido llamado pannus invade y destruye las estructuras articulares locales.
La membrana sinovial normaimente es una estructura celular relativamente
delicada (Verhoef, Van Roon J.A.G. et al., 2001). En la AR las células T, fas
células B, las células CD4" vy los macréfagos infiltran la sinovia. La
degradacion locaimente expresada de las enzimas, inciuso las
métaloproteinazas, las proteasas de la serina y los agrecanes, digieren la
matriz extracelular y destruyen las estructuras articulares.



Los neutrofilos en particular aumentan en el fluido de la membrana sinovial,
dénde ellos encabezan complejos inmunes y proteo liticos en la liberacién
de las enzimas (Firestein, 2003).

En las articulaciones afectadas de pacientes con AR, se observa que las
células leucocitarias infiltran el torrente sanguineo en forma extensiva, en
tanto que los monocitos y linfocitos permanecen predominantemente dentro
de la membrana, los polimorfos nucleares (PMN) migran al tiquido sinovial.
La membrana sinovial inflamada, denominada pannus esta caracterizada por
hiperplasia y es altamente vascularizada, invade el tejido cartilaginoso e
inicia un proceso local destructivo (Fig.2). La liberacion de citocinas
especialmente TNFa e IL-1 causa inflamacién sinovial (Ernest. 2001); por lo
tanto estas citocinas proinflamatorias juegan un papel vital y evidencias
recientes indican claramente que son las responsables de muchas de las
manifestaciones de la enfermedad (Starkebaum, 2000).
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Figura. 2 Infiltracion masiva de células en la membrana sinovial inflamada,
denominada Pannus (derecha). Comparacién de una articulacién sana vs.
articulacion artritica (izquierda)

En la respuesta inflamatoria estan involucrados muchos constituyentes que
intervienen en la reaccion, por ejemplo, el endotelio vascular y moléculas de
adhesion que aumentan la afinidad del contacto entre estructuras
complementarias expresadas en las superficies celulares durante la reaccion
inflamatoria y transmisién de sefiales al interior de las células que permiten




la activacion de funciones especificas de células inmunocompetentes y det’
tejido conectivo. Las citocinas .son mensajeros intercelulares ~con -amplio
rango de accién, organizan fa respuesta inflamatoria, el estado de activacion
celular y las respuestas sistémicas a la inflamacién. La liberacién de la
histamina guia al aumento de la vasodilatacion y permeabilidad (Wang i,
Kristan Jane et al,, 2000; Gil, 2002). Asi como también interviene la
produccién de fibroblastos activados y la matriz extracelular compuesta por
proteinas como: coldgena, elastina, glucoproteinas adhesivas, fibronectina,
la membrana basal, proteoglycanos y moléculas de adhesién. (Kaplan
Charles D, O’'Neill Shannon K. et al., 2002).

La inflamacién es, sobre todo, una respuesta protectora. Sin embargo, los
procesos inflamatorios crénicos pueden ser perjudiciales (Gil, 2002). La
acumulacién persistente y activacion de leucocitos son el sello de la
inflamacién crénica, lo que sugiere una disfuncién de estos mecanismos.
Actuales aproximaciones clinicas para el tratamiento de la inflamacion, estan
enfocadas en su mayor parte en la inhibicion de la produccién de
mediadores pro-inflamatorios y en la supresion del inicio de la respuesta
inflamatoria (Sakaguchi, 2000).

ARTRITIS COMO ENFERMEDAD:SINTOMAS Y COMO SE DIAGNOSTICA

La palabra artritis significa literalmente “inflamacion de la articulacion”. La
Artritis Reumatoide es una enfermedad crénica que origina dolor, rigidez,
inflamacién y pérdida de funcién en las articulaciones y puede también
acompanarse de inflamacién en otros érganos (incluyendo los pulmones, el
corazdn, y los vasos sanguineos).

Es una enfermedad que se da con mas frecuencia en las mujeres, pero que
afecta también a los hombres. No es una enfermedad propia de la edad
avanzada y aunque puede aparecer en ancianos, se presenta con mayor
frecuencia de los 45 a los 55 afios (Cynthia Driskell, Michael Emery et al.
2003).



La severidad de la artritis reumatica varia ampliamente, desde dolores
menores e inflamacién de las articulaciones, hasta complicaciones que
afectan los érganos internos y que ponen en peligro la vida de ta persona.

El diagnéstico de la AR puede ser dificil a causa de que puede comenzar
gradualmente y por sintomas muy sutiles. Los analisis de sangre y las
radiografias pueden ser normales al inicio del proceso. Los sintomas de
comienzo, las articulaciones inicialmente afectas y la afeccién de otros
érganos como los ojos, el pulmén o la piel, puede variar entre los distintos
individuos. Otras artritis pueden simular las manifestaciones de la AR. En no
pocas ocasiones, la destreza y experiencia del médico, son esenciales para
establecer un diagnéstico preciso y proponer el tratamiento mas apropiado
(Cynthia Driskell, Michael Emery et al., 2003). Los sintomas mas frecuentes
y los criterios de clasificacion establecidos por el Colegio Americano de
Reumatologia (CAR) se encuentran clasificados en 7 criterios y, como
minimo, el paciente debe presentar 4 criterios durante por o menos seis
meses para ser considerado enfermo de AR. Estos criterios son: rigidez
matutina o generalizada, artritis de 3 areas articulares, artritis en las
articulaciones de las manos, artritis simétrica, noédulos reumatoides (Fig.3),
factor reumatoide, cambios radiolégicos y sintomas constitucionales como
debilidad, sensibilidad a la presion en las articulaciones afectadas vy
tendencia a cansarse facilmente (Lindqvist, Bockermann et al., 2002).

Figura. 3 Noédulos reumatoides originados por una infiltracién
masiva de células inmunes en la membrana y el liquido sinovial

El inicio de los sintomas es insidioso, con menor frecuencia el inicio es
agudo o aparentemente desencadenado por una situacion estresante como
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infeccién, cirugia, traumatismo, una crisis emocional o el posparto. La rigidez
es notable por la mafiana y remite durante el dia, su duracién es un
indicador util de la actividad de la enfermedad, sin embargo, un problema
fundamental es su diagnéstico oportuno, ya que se ha encontrado. hasta 36
semanas para llevar a cabo el diagndstico de este padecimiento a partir de
la primera consulta por dolor articular (Alpuche, 2003). Las articulaciones
mas frecuentemente afectadas son las interfaldngicas proximales Yy
metacarpofalangicas de los dedos, las mufecas, rodillas, tobillos y cuelio
(Fig. 4) (Verhoef, Van Roon J.A.G. et al., 2001).

El 20% de los pacientes presenta nédulos subcutaneos, situados en las
prominencias 0seas, un pequefio numero de pacientes muestra

esplenomegalia y crecimiento de los ganglios linfaticos (Alpuche, 2003).

Después de meses 0 afios se pueden presentar deformidades, las mas
comunes: desviacion cubital de los dedos; deformidad de abotonador:
deformidad de cuello de cisne y la deformidad de valgo de la rodilla. Durante
la enfermedad avanzada se puede presentar sequedad de la boca, de los

0jos y ofras mucosas.

Figura. 4 Articulaciones mas afectadas por la Artritis Reumatoide

El dolor en las articulaciones grandes y pequefias del cuerpo es la queja
mas frecuente en esta enfermedad. Este dolor es la consecuencia de la
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inflamacion de las articulaciones y con frecuencia se puede ver la hinchazén

a simple vista. Los sintomas principales de este desorden inmune, tales

como dolor, enrojecimiento de la piel, calor local y distrofia son comunes en _
las etapas mas avanzadas y se deben a una infiltracion masiva de células

inmunés en la membrana y el liquido sinovial, principaimente los neutrofilos,

los macrofagos, y las células T (Delgado, Abad et al., 2001). Las personas

con AR también pueden experimentar periodos extensos de remision,

durante los cuales los sintomas de la enfermedad desaparecen.

TRATAMIENTO DE LA ARTRITIS REUMATOIDE

El tratamiento para pacientes con AR ha mejorado espectacularmente en los
dltimos 25 afos, pudiéndose ofrecer a la mayoria de los pacientes una
considerable mejoria de sus sintomas y el mantenimiento de su capacidad
funcional en niveles casi normales. No existe un tratamiento definitivo para la
AR, el tratamiento actual solo consigue remisiones o situaciones de casi
remisién de los pacientes y el mantenimiento de su capacidad funcional y de
su calidad de vida. El éxito del tratamiento de la AR depende de su
diagnéstico precoz y de una terapia agresiva antes de que se produzca un
deterioro funcional o un dafio irreversibie en las articulaciones.

El manejo adecuado de la enfermedad incluye medicinas antirreumaticas o
anti-inflamatorias. A medida que aumenta el conocimiento de los procesos
de la patogénesis de la AR se abre la puerta a terapias definitivas. Existen
dos principales lineas en el tratamiento de la enfermedad: los NSAIDs o
drogas no esteroideas anti-inflamatorias que interfieren con segmentos de la
cascada inflamatoria, pero no retardan la destruccion de {a articulacion, entre
las cuales se encuentran indometacina, &cido salicilico, fenilbutazona e
ibuprofén; y la otra linea que son los DMARDs o drogas antirreumaticas
modificadoras de la enfermedad que modifican o impiden procesos
inflamatorios y de destruccion, entre las que se encuentran sales de oro,
sulfasalazina, azatioprina, metrotexate y ciclosporina (Smolen & Steiner,
2003); (Verhoef, Roon et ai., 2001).
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Ademas de los medicamentos, el ejercicio es importante para mantener la
funcion, asi como la aplicacién de calor y frio, la proteccion articular también
pueden disminuir el dolor.

El tratamiento optimo de la enfermedad depende de un abordaje
multidisciplinario de la misma, incluyendo educacidn del paciente y la
participacion de varios especialistas, tales como reumatélogos, médicos de
atencién primaria, enfermeria, rehabilitadores, psiquiatras y cirujanos
ortopédicos (Alpuche, 2003).

Los espectaculares resultados del reemplazamiento articular total
(especialmente para cadera y rodilla) puede lograr que pacientes con
enfermedad muy avanzada continien conservando movilidad y capacidad
funcional (Clair, 2001).

TECNICAS APLICADAS PARA EL ESTUDIO DE AR

La compleja etiologia de AR complica el andlisis y reduce la aplicacién de
sus estudios, compartiendo similitudes en su investigacién asi con la
mayoria de las enfermedades multifactoriales o sindromes en la poblacién
humana, tales como la diabetes, enfermedades cardiovascuiares o cancer
(Lindgvist, Bockermann et al., 2002).

Las investigaciones epidemiolégicas de AR proporcionan el apoyo para una
heterogeneidad considerable de la enfermedad para la contribucién de
reacciones inmunes especificas en por lo menos una subpobiacion de
casos y para un desenvolvimiento probable de algunos factores
medioambientales activados, asi que considerando las evidencias de
factores genéticos, la existencia de inmunidad especifica que contribuyen
por lo menos a algunos casos 0 algunos de los aspectos de la enfermedad,
la reproducibilidad de las reacciones autoantigenas del sistema inmune
siguen siendo un enigma en la investigacion de AR (Klareskog & McDeuvitt,
1999).

La causa de |a artritis reumatoide, el papel de activacién de las células Ty
los mecanismos de activacion de células sinoviales y su proliferacién son
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actualmente poco conocidas, por lo que es necesario contar con un modelo
animai para estudiar los mecanismos celulares y moieculares involucrados
en el desarrolfo de esta patologia (Starkebaum, 2000).

Al utilizar modelos animales para el desarrolio de la artritis, es posible
identificar genes de susceptibilidad en la artritis y, como consecuencia, abrir
nuevos caminos en el estudio de la enfermedad, a través de experimentos
genéticos de entrecruzamiento. Estos tipos de estudios son principaimente
realizado en los modelos murinos de  artrtis inducido (Lindquist,
Bockermann et al., 2002).

Varios estudios tienen modelos animales empleados, que contienen la
ventaja de un control del ambiente y el fondo genético conocido de estos ha
ayudado a definir las relaciones genéticas y las similitudes de los modelos
disponibles de AR. E! uso de entrecruzamientos genéticos diferentes, los
mapas genéticos, y la tension congénita; asi como la complementacion de
los proyectos del genoma humano y del ratén haran una realidad et
problema de la identificacién de los genes de la enfermedad responsabies
(Otto, Chandrasekeran et al., 2000).

En modelos genéticamente manipulados y modelos transgenicos, se evallia
el efecto de un gen especifico para su desenvolvimiento en el desarrolio de
la artritis. E! modelo animal oferta un acercamiento atractivo para disecar
mecanismos genéticos y moleculares de AR. Ademas de que los modelos de

_artntis por consiguiente mantiene ias herramientas importantes para el

estudio de varios mecanismos celulares y moleculares productores de AR
(Lindgvist., Bockermann et al., 2002).

Algun reciente progreso a ia interfaz de humano y a la investigacion de la
artritis animal, con un enfoque especial ha dado un acercamiento
comparativo entre el humano y fa investigacidn animal experimental
particularmente acertado. En donde la sospecha creciente de que la
inmunidad especifica es esencial para el desarrollo de ia enfermedad en
sélo ciertos casos de artritis, que tienen las consecuencias terapéuticas
necesarias y es de hecho una linea con experiencia empirica qus
rapidamente aumenté las opciones terapéuticas que se prueba:

clinicamente. Este concepto se ha apoyado con los estudios en un m-
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aﬁimal de AR, donde el posible acercamiento es la terapia del gen, que
puede llegar a ser una opcion terapéutica eficaz, si ciertos problemas
pueden ser superados, entre ellos esta fa disponibilidad de eficacia de los
vectores para la entrega del gen. Para esto existen dos sistemas virales: los
retrovirus que se usan en los procedimientos de experimentos en vivo ¥ los
adenovirus, que son un campo mas reciente, siendo eficaces para transferir
el gen de interés, infectando una gama amplia de células divididas y no
divididas. No obstante, esta terapia cuenta con una variedad de agentes de
respuesta inmune que pueden reducir a los adenovirus y la expresién dei
gen puede ser prolongada (Quattrocchi Emilia, Walmsley Marita et al., 1999).
Los estudios extensos para esclarecer {0s mecanismos operatorios exactos
ejercidos por la respuesta inmune, que pueden ser grandes propuestas para
la intervencion farmacoldgica de otro inflamatorio utilizado en enfermedades’
como la AR en el humano (Wipke & Alien, 2001), y ayudar mejorar los
sintomas de la artritis interrumpiendo la base autoinmune e inflamatoria
molecular de la enfermedad (Abad, 2001).

Por estas razones, cualquier plan para continuar la investigacién de las
causas de la artritis reumatoide, del papel de la activacion de las células T,
los mecanismos de activacion de células sinoviales y su proliferacién debe
llevarse con gran cautela y supervizacién cuidadoéa, ambas para el
desarrollo def conocimiento de su etiologia, sendas patolégicas involucradas
y la creacion de drogas modernas y nuevas terapias de tratamiento que
puedan reducir fos efectos de los sintomas (Klareskog & McDevitt, 1999).

L.OS MODELOS ANIMALES DE ARTRITIS REUMATOIDE

Para el estudio de la AR se han utilizado modelos animales de rata y ratén
por su importante colaboracion para el entendimiento de los procesos de la
enfermedad (Steffen, 2000), ya que presentan caracteristicas clinicas que se
parecen a la artritis reumatoide de humanos (cuadro. 1); incluyen
caracteristicas histolégicas de la articulacion como hiperplasia sinovial con
infiltraciéon masiva de células inflamatorias, similar a las anormalidades en
pacientes con artritis (Bina & Ronald L. Wilder, 1999).
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Los modelos de induccién de la enfermedad de artritis son sincronizados y

predecibles, de tal manera que permiten a los investigadores determinar las

contribuciones de los tipos de células especificas y moléculas, los efectos

- de los mitiples pasos de la induccién de la enfermedad y la patogénesis

(Wipke & Allen, 2001).

Cuadro 1. Comparacion de los modelos de la artritis en rata y en ratén con
la Artritis Reumatoide (AR) en humanos

MODELO

SIMILITUD CON LA ENFERMEDAD HUMANA

DIFERENCIAS
CON LA
ENFERMEDAD
HUMANA

Colageno-induce artritis
(CIA) en ratas

Implicacién comin simétrica, empalmes periféricos
afectados, inflamacién comin persistente, hiperplasia
sinovial, infiltracién celular inflamatoria, erosiones
marginales, presencia del factor reumatoide y de
anticuerpos anti-coldgeno, regulacién genética por los
genes de MHC y no-MHC, responsable de la mayoria
de las terapias eficaces en AR

Respuestas del anti-
coldgeno no presentes
en muchos casos de
AR

COMP-induce artritis en

Implicacién comun simétrica, empalmes periféricos

Ninguna destruccién

ratas afectados,  inflamacién  comun persistente, | permanente de
inmunorespuesta a las proteinas del cartilago, | empalmes,
regulacién genética por los genes de MHC y no- | enfermedad
MHC transitoria
Adyuvante- induce artritis | Implicacion comin simétrica, empalmes periféricos | Inicio explosivo

(AIA) en ratas

afectados, inflamacion comun persistente, hiperplasia
sinovial, infiltracién celular inflamatoria, erosiones
marginales, regulacién genética por los genes de
MHC y no-MHC, responsable de la mayoria de las
terapias eficaces en AR

rapido de la
poliartritis altamente

erosiva, curso
monofasico,

implicacion del
esqueleto axial,
ningun factor

reumatoide, afecta la
zona gastrointestinal,
genitourinaria y piel,
periostitis, anquilosis
del hueso y
manifestaciones

adicionales articulares
no tipicos de AR

Avdrivine-induce artritis en

ratas

Implicacion comin simétrica, empalmes periféricos

Severidad moderada,

afectados, inflamacidn comin persistente, hiperplasia | poliartritis
sinovial, infiltracion celular inflamatoria, erosiones | monofisica,
marginales, mayor incidencia de la enfermedad en las
hembras, regulacion genética por los genes de MHC
y no-MHC
Aceite-induce artritis (OIA) | Implicacién comin simétrica, empalmes periféricos | Poliartritis suave,
en ratas afectados, inflamacién comuin que persiste suave, | ausencia del factor
hiperplasia_sinovial, infiitracion celular inflamatoria, | reumatoide




erosiones marginales, mayor incidencia de Ila
enfermedad en las hembras, regulacion genética por
los genes de MHC y no-MHC

Pared celular streptacoccica
-induce artritis en ratas

Implicacién comun simétrica, inflamacién comin
periférica de los empalmes afectados, persistente y de
la recaida, hiperplasia sinovial, infiltracion celular
inflamatoria , erosiones marginales, mayor incidencia
de la enfermedad en las hembras, genético regulada
por los genes de MHC y non-MHC

No se detecta Factor
Reumatoide

Colageno-induce  artritis
(AIC) en ratones

La implicacion comin simétrica, los empalmes
periféricos afectados, la inflamacién comin persistente,
hiperplasia sinovial, infiltracién celular inflamatoria,
erosiones marginales, remision de la inflamacién
comun durante el embarazo pero de seffalada por
medio de luces para arriba en el periodo del posparto,
genético regulada por los genes de MHC y no-MHC,
responsable de la mayoria de las terapias eficaces en
AR exceptuando las NSAIDs

Mayores incidencia y
severidad en varones,
respuestas pobres a
NSAIDs

Pristan-induce artritis
(AIP) en ratones

Implicacién comin simétrica, empalmes periféricos
afectados, inflamacién comiin persistente, hiperplasia
sinovial, infiltracién celular inflamatoria, erosiones
marginales, presencia del factor reumatoide, genético
regulada por los genes de MHC y non-MHC

Poliartritis suave con
Gitimo inicio de la
enfermedad clinica

Proteoglycano - induce
artritis en ratones (AIPG)

La implicacion comuin simétrica, los empalmes
periféricos afectados, la inflamacion comin persistente,
la hiperplasia sinovial, , las erosiones marginales, la
presencia del factor reumatoide y los autoanticuerpos
que circulan al coldgeno tipo II, deposicién de
complejos inmunes, genético regulada por los genes
MHC y no MHC

Desarrollo de
espondilitis

El ratén modela la oferta de un acercamiento atractivo para conservar
mecanismos genéticos y moleculares de AR. A pesar de la distancia
evolutiva entre los ratones y el humano, existen rasgos clinicos de artritis en
muchos modelos experimentales que se parecen aquéilos de la AR en el
humano (cuadro.1) (Bina & Ronald L. Wilder, 1999).

Sin embargo, es improbable que cualquiera de los modelos murinos sea
patolégicamente idéntico a la enfermedad de la AR en el humano. Para
estudiar las sendas patoldgicas diferentes se necesitan muchos modelos
aiternativos de artritis en los ratones y las varias manipulaciones genéticas,
asi, como factores medioambientales, se han mostrado en los ratones
experimentales. v
Existen varios agentes que pueden inducir genéticamente la artritis
experimental en animales (rata y ratén) que a su vez crean un modelo de
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investigacion de los mecanismos patologicos de la artritis a nivel celular y
molecular, como son: los agentes infecciosos, las bacterias vivas«o:las-~.
componentes bacterianos, los aceites, los antigenos ubicuos, las proteinas
cartilago-especificas. Aunque la naturaleza de los autoantigenos en la AR no
es totalmente comprendida, los antigenos especificos comunes como el
colageno tipo Il (Clf) y los proteoglyéanos son los posibles candidatos
(Klareskog & McDevitt, 1999); (Otto, Chandrasekeran et al., 2000).

También existen algunos modelos genéticamente manipulados que
espontaneamente desarrollan la artritis (cuadro. 2) (Lindgvist, Bockermann et
al., 2002).

La inmunizacién con CHl o con el cartilago proteoglycano mayor, el agrecan,
activa a los agentes que pueden inducir la artritis genéticamente en algunas
cepas de ratones. La artritis inducida con proteoglycano (AIPG) promueve en
los ratones el antigeno heterologo, en donde se tiene una enfermedad
mediada y poligenéticamente controlada por células T.

El modelo normalmente usado para AR en (as ratas y ratones (DBA/1) es el
de la artritis inducida con coldgena (AIC) el cual, se ha estudiado
extensivamente por mas de dos décadas y, se lleva acabo por inyecciones
de Cll emulsionadas en adyuvante, que normalmente es Cil heterologa de
origen de bovino, pollo o de rata. AIC origina un complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) dependiente que se caracteriza por la inflamacion
erosiva de la articulaciones mediadas por las células Ty B.

Los modelos de induccién de artritis pueden agruparse en tres diferentes
principios fisicos. Primeramente, la patologia mediada por células (célula-
mediada) basada en Células T helper-ayudante tipo 1 (TH1) que llevan a Ia
activacion del macréfago y a la formacién granulo matosa en las
articulaciones. En segundo lugar, la articulacién-especifica donde los
anticuerpos pueden ligarse directamente al cartilago o al hueso activando el
complemento, los neutrofilos y los macréfagos que causan fa inflamacién
del edema y después pueden producir las erosiones. Y eﬁ tercer lugar, los
complejos inmunes induce las inflamaciones en la membrana sinovial de
vascularizacién vy la respuesta, principaimente de células T helper-ayudante
tipo 2 (TH2), generando con ello una respuesta inflamatoria que produce el
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edema y finalmente la destruccién de! hueso (Lindqvist, Bockermann et al.,

2002).

Cuadro 2. Modelos de Artritis Reumatoide

Tipo de Nombre de Agente inductor / el gen caracteristicas | MHC
modelo enfermedad designado para la de la dependiente
manipulacién genética enfermedad
Enfermedad Artritis Reumatoide | Desconocido Crénico HLADR4/DR1
Humana
Modelos del
ratén
Artritis Staphylococcus El sindrome de shock Téxico Agudo H2" > H2", H2?
Inducida aureus-induce toxina- {-productor
artritis S. aureus LS-1 tension
Modelos Borrelia Borrelia burgdorferi Agudo Nd
burgdorferi-
asociada artritis
(modelo para
enfermedad-Lyme) H2%=H2">H2Y
Heterologo coldgeno tipo I1 Agudo/crénico
La artritis colageno- | (CII)
inducido
Crénico H2°
La artritis colageno- | Homoélogo colageno tipo I1
inducido
Proteoglycano - Cartilago humano proteogiycano | Agudo a H2°, H2"
induce artritis crdnico,
Pristan (2,6,10,14
Pristan-induce tetramethylpentadecane) Nd
artritis Crénico
Transferencia de colageno tipo MHC
Anticuerpo Anti-CII | II anticuerpos especificos Agudo independiente
—induce artritis
Transferencia de GPI- MHC
Anticuerpo de Anti- | anticuerpos policlonales Agudo independiente
GPI transferido- especificos {37]
induce artritis
Modelos TNF-« transgenico | Factor de necrosis tumoral Agudo Nd
genéticamente Humano
manipufados
IL-1Ra Crénico Nd
IL-1 receptor antagonista
Crénico MHC
Célula T- Virus Humano de independiente
Leucemia Tipo 1 env-pX
HTLV-1 env-pX
transgenico H2" restringe el ribonucleosa Crénico H2¥
bovina (KRN) del péptido TCR
K/BxN de TCR el especifico
transgenico
Modelo Stress-induce artritis | Crénico Nd
ambiental-

induce artritis
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A su vez se debe tener en cuenta que los modelos del ratén que a menudo
se usan tienen una respuesta aguda y limita a la enfermedad, considerando
quela AR es caracterizada por una inflamacién crénica en las articulaciones
{Klareskog & McDevitt, 1999). '

Los modelos animales son especificamente las herramientas esenciales
para las lineas terapéuticas. En donde se trabaja para identificar al éptimo Ia
patogénesis, asi como el desarrollo de nuevas y mejores terapias
altemativas, vy revelar los caminos controlados por los genes polimorficos
asociados con la AR. {Lindqvist, Bockermann et al., 2002).

CARACTERISTICAS DEL RATON Baib/c

A principios del siglo XVII, el ratén fue utilizado en estudios de anatomia
comparada, pero la aceleracién de la investigacion bioldgica en el siglo XIX y
el renovado interés en la genética en el siglo XX y, asi como las necesidades
de un mamifero pequefio, econémico, de facil alojamiento y alimentacion
fueron los motivos para desarrollar el moderno ratdn de laboratorio.

Todas las cepas de los ratones de taboratorio- se han desarrollado a través
de cruzamientos selectivos incluyendo la cepa Balbic. La mayoria de las
cepas de ratones de laboratorio que se ha seleccionado es albina.

Los ratones de laboratorio constituyen entre el 60 % y el 80% de los
mamiferos usados en la investigacion, esto es debido a su gran prolificidad,
-a su capacidad de adaptacién, a los conocimientos que se tienen acerca de
su fisiologia y anatomia, como también a su facil manejo.

Un gran namero de ratones se utiliza para bioensayos, realizacion de
pruebas de toxicidad, estudios de nuevos farmacos, estudios de
microbiologia y virologia. .En la investigacién oncolégica se emplean
principalmente cepas consanguineas, ya que presentan una aita incidencia
de tumores.

El periodo de vida del ratdn es de 1 % a 3 aros. Existen algunas diferencias
de longevidad entre cepas como consecuencia basicamente a su distinta .
susceptibilidad ante procesos patoidgicos.
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Los ratones nacen sin pelo, con los ojos y oidos cerrados, vocalizan y son
muy activos. Al tercer dia, el pelo comienza a crecer, al décimo dia el pelaje
ha cubierto el cuerpo y el meato auditivo externo esta completamente
abierto. A los doce dias de edad, abren los ojos. Los ratones comienzan a
comer cualquier alimento sélido y al mismo tiempo aprenden a beber agua
del pezdn de la botella por imitacion de otros a los 13 - 14 dias de edad.

Los ratones se podran destetar entre los 19 y los 28 dias de edad con un
peso de 10 a 12 gramos cuando ya son capaces de comer de manera
independiente.

El raton posee una superficie relativamente grande por gramo de peso
corporal. Esto trae como consecuencia cambios fisioldgicos drasticos en
respuesta a las fluctuaciones de temperatura del medio. Un ratén en
descanso, aclimatado al fri6, genera el calor equivalente al triple de su
metabolismo basal. Un ratén debe generar cerca de 46 kcal/m/24 horas para
mantener su temperatura corporal por cada grado centigrado que descienda
la temperatura del medio.

En la investigacion animal, es necesario el sacrificio de los animales para la
obtencion de tejidos o bien, realizar estudios in vitro durante el estudio o en
la fase final de éste. Por lo que es indispensable que los investigadores o el
personal que trabaja con los animales, tenga conocimiento de los métodos o
técnicas de eutanasia y estén capacitados para realizarlos.

El termino eutanasia significa muerte sin dolor y es el proceso mediante el
cual se sacrifica a los animales, utilizando técnicas humanitarias reconocidas
y aceptadas como ‘lo son: el aturdimiento con desangrado, dislocacion
cervical, agentes anestésicos inhalados y la aplicacion de gases no
anestésicos, realizandose de manera silenciosa sin dolor {0 el menor
posible) y, sin producir signos de miedo o ansiedad en el manejador y/o en el
animal (Bautista, 1994).
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MODELOS MURINOS DE INDUCCION DE AR CON PROTEOGLYCANO
(AIPG) ‘

En ratones los mejores modelos son artritis inducida con colagena y la artritis
inducida con proteoglycano. La artritis inducida con proteoglycano se lieva a
cabo mediante inyecciones intraperitoneales de proteoglycano emulsionado
en adyuvante compieto de Freund (CFA) y adyuvante incomb(eto de Freund
(IFA) en ratones de la cepa Balb/c hembras ya que son mas susceptibles
que machos; el desarrollo de la poliartritis, la presencia del factor reumatoide
y la sedimentacion de complejos inmunes en las articulaciones indican que
este modelo presenta caracteristicas tipicas de la artritis humana (Bina &
Ronald L. Wilder, 1999). La artritis aparece dos semanas después de la
Gitma inmunizaciéon y puede ocurrir en cuaiquiera de las extremidades
delanteras, traseras o ambas.

La artritis inducida con proteoglycano (AIPG) es un modelo murino de la
Artritis Reumatoide, donde se estudia la patogénesis e inmuno genética de
este padecimiento.

El proteoglycano (agrecan)-induce artritis (AIPG) con un 100% de incidencia
en las extremidades de Balb/c. Los ratones de Baib/c son susceptibles a
AIPG. La AIPG sélo puede inducirse en las extremidades del ratén
susceptibles y su descendencia de F2. Brevemente relatamos la
metodologia segun Otto (2000): se inmuniza a los ratones con proteoglycano
del cartilago (agrecan) con 100 ug de proteina emulsionada en el adyuvante
(100 ul) y se inyecta via intraperitonial (i.p.) en los dias 0, 7, 28, y 49. En las
primeras y cuartas inyecciones se aplica con Adyuvante Completo de Freund
(CFA), considerando que la segunda y tercer inmunizacién contienen
antigeno (Ag) en Adyuvante Incompleto de Freund (IFA) (Otto,
Chandrasekeran et al., 2000).

La artritis puede ser inducida en ratones Balb/c inmunizados con
proteaglycano del cartilago humano (AIPG). El estudio del cuadro ciinico e
histolégico y las articulaciones afectadas en los ratones de este modelo
pretenden revelar una respuesta inflamatoria que desarrolla y comparte
muchas similitudes a la AR humana.
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Existen reportes de artritis inducida inyectando PG en los ratones hembras
Balb/c con 100 ug PG humano moderado, como la proteina en la presencia
de CFA, en donde la pnmera inyeccion se hizo con IFA, y el segunda con
CFA a los Ratones a 3 y 6 semanas con 100 ug de hPG. Los ratones
desarrollaron la artritis en las articulaciones 2 y 4 semanas después de la
tercera inmunizacion. Los estudios  histolégicos que determinaron la
magnitud de la inflamacién de los empaimes y el dafio del tejido se llevaron
a cabo por un histélogo especialista, que examino el dafio y anoto los
cambios artriticos como normales (ninguno), apacible y moderado (Kaplan
Charles D, O’'Neill Shannon K. et al.,, 2002).

Ofros autores mencionan que la inmunizacién con cartilago humano fetal
proteoglycano y el adyuvante completo de Freund induce poliartritis y
espondilitis anquilosa en ratones hembras Balb/c, presentando sintomas
externos iniciales de la inflamacion comin como eran hinchazén vy
enrojecimiento. Asociada al edema de la sinovia y de la proliferacién
penrarticular del tejido fino y grueso de las células, que alcanzaron un pico
durante 7-9 semanas del experimento. El desarrollo de esta artritis fue
acompafado por la expresion de la inmunidad celular y humoral transmitida
por el antigeno de inmunizacién. Sin embargo, los ratones que recibieron el
proteogiycano intacto sin el adyuvante generalmente no desarroilaron artritis,
al igual que los ratones controles que recibieron solamente ayudante (Glant,
Mikecz et al., 1987).

También existen antecedentes de hiperinmunizacidn con condrocitos suifato-
saturados del proteoglycano del cartilago humano fetal (HFPG) conduce al
desarrolio de la artritis y espondilitis periférica en ratones Balb/c. El cartilago
humano Condrocito-sulfato-agotado del adulto proteoglycano (HAPG) es
mucho menos eficaz en inducir artritis (Leroux, Poole et al., 1892).

Se ha sugerido que la autoinmunidad del componente  cartilago
proteoglycano (PG) desempefia un papel importante en la etiologia de la
artritis inducida con ayudante (AA), que ocurre en ratas, pero no en ratones,
después de la inyeccién del CFA. La inmunizacién de ratas o en ratones con
la PG por si mismo no induce artritis. Sin embargo, en ratas, una sola
inyeccion de via intravenosa (i.v.) de PG soluble, dada 1 semana antes de
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la inyeccion del CFA, da lugar a un aumento significativo en incidencia y a la
severidad de la artritis inducida. Los resultados apoyan la hipétesis que la
inmunidad a la PG es de importancia en la AA, aunque bajo condiciones de
la inmunidad de estos experimentos inducidos con PG solamente, no es

suficiente para la induccién de la artritis (Vollenhoven, Soriano et al., 1998).

En un modelo de artritis autoimmune en que los ratones de Balb/c son
inmunizados con el cartilago, humano proteoglycano se desarrolla la
enfermedad de la AR. Este modelo muestras muchas similitudes con la
artritis reumatoide humana y se mide Th1; Ademas que la predisposicion de
los ratones Balb/c hacia un fenotipo de Th2 hace este modelo ideal por
estudiar IL-4 vy la regulacion de la respuesta de Th1 en el vivo. Aunque una
respuesta tipo Th2 en ratones de Balb/c es perjudicial con respecto a
parasitos, puede ser protectora en el caso de la autoinmunidad. Hace varios
afios demostraron que inmunizaciones en los ratones de BALB/c (H-2d) con
proteoglycano del cartilago humano (PG) induce poliartritis y espondilitis
progresiva. Los resultados obtenidos en investigaciones con AIPG indican
que la inmunizacién con proteoglycano emuisionado en el CFA es un
suficiente estimulo Th1 para superar la tendencia genética hacia el
desarrollo de una respuesta de tipo Th2 en ratones de Balb/c (Finnegan,
Mikecz et al., 1999).

El proteogiycano (Agrecan) del cartilago de bovino de alta densidad, se ha
demostrado que induce poliartritis progresiva y espondilitis anquilosante en
ratones genético susceptibles de Balb/c. Uno de los hibndomas PG-
especificos de la célula de T (5/4E8), cuando estaba siendo inyectado en
ratones irradiados susceptibles de Balb/c, era capaz de inducir muestras
clinicas e histopatoidgicas de la artritis. En donde la hinchazén vy
enrojecimiento masivo de las patas dominaron el cuadro clinico. La pérdida
de PG en la capa superficial del cartilago articular, y la erosion de la
superficie articular eran muestras histopatologicas contundentes (El Buzas,
FR Brennan et al., 1995).
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En base a los antecedentes del proteoglycano del cartilago que induce AR
en ratones Balb/c y que la artritis inducida con proteoglycano (AIPG) se lieva
a cabo mediante inyecciones intraperitoneales de proteoglycano
emulsionado en adyuvante completo de Freund (CFA) y adyuvante
incompleto de Freund (IFA) en ratones de la cepa Balb/c hembras, ya que
son mas susceptibles que machos (Glant, Mikecz. et al., 1987) se realizara
este estudio; en donde el desarrolio de la poliartritis, la presencia del factor
reumatoide y la sedimentacién de complejos inmunes en las articulaciones,
indican que este modeio presenta caracteristicas tipicas de la artritis humana
(Bina & Ronald L. Wilder, 1999).
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IIL- JUSTIFICACION

Basandonos en el antecedente de que el proteoglycano del cartilago induce
AR en ratones Balb/c y que la artritis inducida con proteoglycano {(AIPG), se
lleva a cabo mediante inyecciones intraperitoneales de proteoglycano
emulsionado en adyuvante compieto de Freund (CFA) y adyuvante
incompleto de Freund (IFA) en ratones de la cepa Baib/c hembras ya que
son mas susceptibles que machos (Glant, Mikecz. et al. 1987) en donde el
desarrollo de la poliartritis, la presencia del factor reumatoide y la
sedimentacion de complejos inmunes en las articulaciones, indican que este
modelo presenta caracteristicas tipicas de la artritis humana (Bina & Ronald
L. Wilder, 1999).

Se llevd a cabo ta induccién de la Artritis Reumatoide con proteoglycano de
pollo, haciendo previamente una prueba piloto con el proteoglycano de
bovino (agrecan) para comprobar su eficacia de induccion y tomar en cuenta
el inductor mas eficiente en el desamcollo de los sintomas para la
reproduccion del modelo murino, comprobando el desarrollo de los sintomas,
dafios histolagicos y evolucién de la enfermedad experimental, asi como
también con el objetivo de estandarizar la técnica en el Laboratorio de
Inmunobiologia del Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas vy
Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara.

Creanda con este trabajo una aiternativa de estudic para diferentes caminos
patolégicos refacionados con enfermedades autoinmunes y el uso de
inmunomoduladores para el tratamiento de las mismas. De manera que al
establecer un modelo murino en donde se puede reproeducir una enfermedad
patolégicamente similar a la del humano, ayude al estudio de la misma ya la
prueba de farmacos, inmunoreguiadores o nuevas terapias alternativas.
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IV.- HIPOTESIS

La inmunizacién con proteoglycano de pollo es capaz de inducir artritis tipo
reumatoide (AR) en ratones hembras Balb/c.

V.- OBJETIVOS.
OBJETIVO GENERAL.

s Reproducir el modelo de Artritis Reufnatoide (AR) en ratones
hembras Balb/c con inmunizaciones de proteoglycano de pollo.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Inmunizar los ratones Balb/c con proteoglycano de pollo con cuatro
inmunizaciones durante 49 dias.

¢ Registrar las marcas visuales (RMV) de las articulaciones de los
ratones hembras Balb/c para visualizar la evolucién de la artritis
durante el periodo de inicio de la induccion hasta el sacrificio de los
animales en experimentacion

e Determinar la evolucion de la artritis tipo reumatoide a nivel
histopatoldgico durante su induccién por proteoglycano.
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VI.- MATERIAL Y METODOS
DISENO EXPERIMENTAL

SEDE
Laboratorio de Inmunobiologia del Departamento de Biologia Celular y
Molecular del Centro Universitario de Ciencias Biolégicas vy
Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara.
TIPO DE ESTUDIO
Experimental, comparativo y longitudinal
TAMANO MINIMO DE LA MUESTRA
3 Grupos de 10 ratones cada uno.
ANALISIS ESTADISTICO
Los valores se expresaron como promedios + DS de cada grupo de
ratones. Las diferencias entre los grupos se analizaron con la prueba
de t de student y una p<0.05 se considero como significativa.
VARIABLES
Independiente:
¢ Inmunizaciones via intraperitonial de prbteoglycano
Dependiente:
¢ Signos articulares.
Criterios de inclusién:

+ Ratones hembras sanas de la cepa Balb/c con peso promedio 18-
22qr.

Criterios de no inclusion:

e Ratones machos, otra cepa de ratones que no sean Balbic,
presentacion de enfermedades infectocontagiosas, peso mayor al
estipulado.

Criterios de exclusion;

+ Ratones que no desarrollen artritis y que durante el periodo de

experimento desarrolien alguna enfermedad.
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RATONES HEMBRAS

Balb/c
N=30

I

v

=159 Controles (SSF)

l

8% Semana
Primera Aplicacién
2001 SSF

l

2% Aplicacién Semana 9
32- Aplicacion Semana 12
4% Aplicacién Semana |5

v

n= 15 @ Experimentales
(proteoglycano)

82 Semana
Primera inmunizacién
100 pg Proteoglycano

|

2% Inmunizacién Semana 9
3% Inmunizacién Semanal?2
4% Inmunizacién Semanal 5

\/

SACRIFICIOS

5 ratones experimentales y 5 ratones controles al inicio de aparicién de signos
5 ratones experimentales y 5 ratones controles a la 1* semana después de los signos
5 ratones experimentales y 5 ratones controfes a {a 2* semana después de los signos

Y

!

Grupo
CONTROL

N\

ESTUDIO
HISTOLOGICO

~

Grupo
EXPERIMENTAL
ESTUDIO
HISTOPATOLOGICO
ESTUDIO
HISTOLOGICO

COMPARATIVO
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ANIMALES

Los ratones Balb/c hembras de 8-9 semanas de la edad fueron obtenidos en
el bioterio del Centro de Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO-
IMSS), estos fueron formados en grupos de 15 y alojados en jaulas de
policarbonato, manteniéndose en ciclos alternos de luz-oscuridad de 12 hrs.
alimentados con una dieta balanceada para roedores y agua a consumo
voluntario, a una temperatura de 20 a 27 °C en el Bioterio del Departamento
de Biologia Celular y Molecutar del Centro Universitario de Ciencias
Biolégicas y Agropecuarias.

PROTEOGLYCANO

El proteoglycano de polio, ai igual que el de bovino fue adquirido mediante
un distribuidor de reactivos y productos Quimicos (clave P-5989 y P-5864 de
Sigma).

INDUCCION DE ARTRITIS REUMATOIDE CON PROTEOGLYCANO
(PGIA)

La artritis inducida con proteoglycano (Glant, Mikecz. et al. 1987) se llevé a
cabo mediante cuatrc inmunizaciones via Intraperitoneal, en 30 ratones
hembras de la cepa Balb/c debido a que son mas susceptibles que los
machos (Kaplan Charles D, O'Neill Shannon K. et al. 2002), 15
experimentales inmunizados con Proteoglycano de polto y 15 controles a los
que se les administrd6  Solucion Salina Fisiolégica (SSF), como a
continuacion se explica:
1*® Inmunizacién:
> Inducido por inyeccién intraperitoniales (i.p) con 100 ung de
proteoglycano emulsificado en 200 w de adyuvante completo de

Freund (CFA) a las 8-9 semanas de edad de los ratones (dia cero).
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2% Inmunizacion:
¥ Inducido por via i.p. 100 ug de proteogiycano a los 7 dias posteriores
a la primera inmunizacién emulsificado en 200 ul de Adyuvante
Incompleto de Freund (IFA). 4
3% |nmunizacion:
¥ Inducido por via i.p. 100 ng de proteoglycanc a los 28 dias posteriores
a la primera inmunizacién emulsificado en 200 ui de IFA.
4" Inmunizacion:
» Inducido por i.p. 100 nug de proteoglycano a los 49 dias posteriores a

la primera inmunizacién emuisificado en 200 pl IFA.

A los ratones controles se les administro SSF de igual manera en los
mismos dias de inmunizacién, con tal de aplicar el mismo estimulo (stress),
pero obviamente esperando una reaccién diferente.

GRUPOS DE RATONES

Se organizaron tres Grupos de ratones (A, B y C), de 10 ratones por grupo

teniendo en cada uno de ellos 5 ratones inmunizados y 5 controles

ordenados por dia de sacrificio; dos semanas después de la ultima
inmunizacion, tres semanas después y cuatro semanas después. Quedando
de la siguiente manera: '

Grupo A: 5 ratones experimentales inmunizados y 5 ratones controles con
sacrificio al inicio de signos de inflamacion (tumor), principalmente
el aumento del diametro de la articulacion dos semanas después
de la dltima inmunizacién.

Grupo B: 5 ratones experimentales inmunizados y 5 ratones controles con
sacrificio una semana después del inicio de los signos de
inflamacion, es decir, tres semanas después de la dltima
inmunizacion.

Grupo C: 5 ratones experimentales inmunizados y 5 ratones controles con
sacrificio dos semanas después del inicio de signos de
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inflamacion; es decir cuatro semanas después de la dltima
inmunizacion.

REGISTRO DE MARCAS VISUALES

Con tal de observar la evolucion de la artritis se llevé a cabo un registro de
las marcas visuales por una persona (estudiante de Maestria en
Inmunologia) ajena al estudio, de tal manera que fuera un estudio doble
ciego; ya que en las dos primeras semanas después de la Ultima
inmunizacion aparecieron signos de inflamacién en las extremidades
delanteras, traseras 0 ambas de los ratones inmunizados. Signos tales como
edema, enrojecimiento, sensibilidad al manejo y en algunos pequefa
disfuncion motora.

Este registro de marcas visuales (RMV) fue determinado por la medicién del
didmetro de las articulaciones de los ratones, tanto inmunizados como no
inmunizados por el observador con un Vernier (Pie de Rey); llevando las
anotaciones correspondientes a cada ratén de cada grupo en una bitacora
de mediciones, registrando signos de enrojecimiento (rubor), sensibilidad al
manejo, aumento del didmetro de las articulaciones (tumor) y disfuncién
motora de las extremidades de los ratones, con la finalidad de comprobar la
evolucién de la artritis visualmente desde antes de la inmunizacién (dia
cero) hasta su dia de sacrificio, haciendo con esto una comparacién entre
los ratones controles y los ratones inmunizados para comprobar si hubo
posible inflamacién en estos ultimos.

ANALISIS ESTADISTICO

Los valores se expresan como promedios + DS de cada grupo de ratones.
La diferencia entre los grupos se analizo con la prueba de t de student, que
es una prueba para variables dependientes y una p<0.05 sera considerada
como significativa.
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SACRIFICIO

Basandonos en los grupos formados se pasé al sacrifico de los ratones, el
cual se hizo a las dos (Grupo A), tres (Grupo B) y las cuatro (Grupo C)
semanas de la ultima inmunizacién por dislocacion cervical; la cual consiste
en interrumpir la comunicacién del cerebro y la medula espinal mediante la

separacion de las vértebras cervicales (Bautista 1994).
HISTOLOGIA

Después de dos, tres y cuatro semanas de la Gltima inmunizacién en que los
ratones fueron sacrificados, con la finalidad de obtener asi las extremidades
delanteras y traseras de los animales se realizé el procesamiento de tejidos
para su andlisis histoldgico e histopatoldgico.

Las extremidades fueron fijadas con formalina neutra y estabilizada al 10%,
descaicificadas en acido férmico al 15% durante diez dias y procesadas para
ser incluidas en parafina.

Se hicieron cortes histologicos de 10 micras de las articutaciones que fueron
tenidas mediante la técnica de Hematoxilina-Eosina (Prophet, Mills. et al.
1995) para hacer analizados por un histopatélogo especializado y se realizo
el estudio comparativo entre los ratones controles e inmunizados a nivel
histoldgico.

PROCESAMIENTO DE TEJIDOS

Para aumentar el contraste de las estructuras tisulares y preservarios a
través del tiempo (Prophet, Mills. et al. 1995) (Burck, 1969), se deben
realizar los siguientes procedimientos:

+ Fijacion

+ Descalcificacion

» Deshidratacion

s Aclaracién

¢ Inclusién
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e Corte i

¢ Tincién e

D) Fijacién: Su funcidn es preservar el tejido en la forma mas parecida a la
de su estado natural. Los constituyentes celulares son tratados
quimicamente y fisicamente, quedando en un estado que impide una
distorsién celular significativa, previniendo la difusién de las sustancias intra
y extracelulares, desnaturalizando las enzimas lisosomales que tienden a
hidrolizar los constituyentes celulares, y permitiendb el tratamiento posterior
con diversos reactivos. |dealmente un buen fijador debe penetrar el tejido
rapidamente, desarrollar una accién instantanea, ser isoténico, estable, de
facil manejo y de bajo costo. Y por uvltmo debe presentar un minimo de
difusion y causar las minimas alteraciones de los componentes. celulares.
Uno de uso generalizado es el Formaldehido al 10%.

II) Descalcificacién; Los tejidos contienen substancias mas o menos duras
que no se pueden cortar, o si se cortan deterioran las cuchillas. Esta se lleva
a cabo mediante el tratamiento de acidos fuertes como el acido férmico y el
acido acético, entre otros.

IIl) Deshidratacién: Extraer y reemplazar paulatinamente el contenido de
agua, con sustancias que tengan una cierta afinidad con el medio acuoso en

que estan las células. Utilice el alcohol etilico.

V) Liguido intermediario y aclarante; E! liquido intermediario es miscible con

el alcohol y el medio de inclusién. Y su misién es aumentar la transparencia
del tejido, que evite la presencia de opacidades que posteriormente dificultan
{a observacion de los cortes histoldgicos. Entre los que se utilizan estan el
Xilol, Benceno y Acetato de butilo.

IV) Inclusién: Consiste en el reemplazo, en el material biol‘()gico, del ultimo
solvente usado en la deshidratacion, por un material que dé suficiente
consistencia al tejido, como para permitir cortes delgados que no
distorsionen ni alteren la disposicién de sus elementos celulares.
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El tejido ya deshidratado y aclarado, se sumerge en el medio de inclusion a
una temperatura elevada a la de su punto de fusién, 50 - 55 °C, y después
del tiempo requerido para que el solvente haya sido en su mayor parte
reemplazado por el material de inclusién, se deja solidificar a temperatura
ambiente, para permitir realizar los cortes histolégicos.

V) Corte histolégico: El bloque de tejido incluido en parafina (paraplast), se
corta en unas tiras muy finas de tejido, 10 micras en un micrétomo.

V1) Tincién: Permite estudiar las caracteristicas morfoldgicas del tejido y sus
constituyentes celulares. Los componentes tisulares presentan diferentes
afinidades por los colorantes, y debido a la variada estructura y composicion
fisicoguimica de las diferentes células y tejidos.

En general, los colorantes que se usan son sustancias quimicas organicas
complejas. Existen de tipo morfoldgico / topografico sin una base quimica
definida, mas que su afinidad y uniones moleculares. Siendo la mas usada,
por excelencia la Hematoxilina / Eosina.

La Hematoxilina es un colorante natural que se extrae de la corteza del
Campeche. Y ésta debe ser transformada en una laca colorante con la
adicion de un mordiente, sustancia que tiene por objeto ayudar a la unién del
colorante a la estructura del tejido. El colorante es basico. La estructura a
terir es el nucleo de la célula que tiene afinidad por los colorantes basicos
(basofilo), y da un color azul.

La Eosina es un colorante &cido y de buen contraste con la Hematoxilina.
Tifle el citoplasma en general, que es acidéfila ya que tiene afinidad pof el
colorante &cido. Y da un color rosado palido. Y de tal manera que el
propdsito fundamental de la coloracién/tincién es: “inducir diferencias de
absorcién de luz entre las distintas estructuras, de modo de poder
diferenciarlas segin sus caracteristicas tintoriales* (José Carlos Crispin &
Varela 1999), (Burck, 1969), (Prophet, Mills et al. 1995).
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PROCESAMIENTO DE EXTREMIDADES

Una vez obtenidas las extremidades, sé colocaron en formalina neutralizada
al 10% por diez dias, posteriormente se descalcificaron en Ac. Férmico al 15
% durante 10 dias, para que después recibieran los tres pasos del
procesamiento de tejidos -deshidratacion, aclaracion e infiltracion- que como
lo ya descrito son pasos secuenciales, designados para remover toda el
agua que se pueda extraer de los tejidos y reemplazarla con un medio que
se solidifique para asi permitir el corte de estos tejidos.

Ya descalcificadas las extremidades se pasaron a un tren de procesamiento
manual de tejidos donde se aplicaron los tres pasos del procesamiento,
llevado mediante el siguiente esquema:

Alcohol al 50 %..........cccevvvevenen, .1 hora
Alcohol al 70 %...c.evvecvveeveerirnnne 1 hora
Alcohol al 80 %.......cccccevveeeeeriannne 1 hora
Alcohol al 96 %.........ccceevervevenncns 1 hora
Alcohol al 96 %..........cccoeevrernnne. 1 hora
Alcohol absoluto..............cc.c...... 1 hora

Alcohol absoluto, 2 cambios....... 1 hora ¢/u.
Xileno, 2 cambios.........cccece....
Parafina 2 cambios

Incluir en parafina.

La inclusién es el proceso de rodear un tejido con una sustancia firme, tal
como la parafina para poder obtener secciones delgadas sin que pierdan su
estructura. Después de tener las piezas incluidas en parafina se cortaron en
micrétomo a 10 micras montandolas en portaobjetos gelatinizados con
grenetina.

Posteriormente las placas se desparafinaron en el horno a 60 °C y se
hidrataron para retirar el exceso de parafina, para después pasarlas al tren
de tincién mediante el siguiente esquema:
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Procesamiento de Hematoxilina y Eosina de Harris:

Se desparafinaron las laminas e hidrate.

Xilol cvvvn v i B0 T

Alcoholal 100% ....................e..... .5-10 barios de 4°" c/u
Alcoholal 96 % ...................... ..... 5-10 bafos de 4" c/u
Alcohol 70% .......c.....ccveevveee. ..o 5-10 bafios de 47" c/u
Se lavaron con agua corriente............ 5-10 barfos de 4" c/u
Se tifleron con Hematoxilina ........... 457 - 17

Se lavaron con agua corriente ..........5-10 bafios de 4" c/u

Se azularon las ldaminas en una solucion débil de agua amoniacal o en una

solucién saturada de carbonato de litio .............. Entrada por salida
Se lavo con agua corriente ............................... 5-10 bafios 4°" c/u
Alcoholal 96 % ..ooocovviiiviii e ... 5-10 bafios 477 clu
Se contrastaron con Eosina ............................ 4577 - 17 .
Alcohol al 96 % ..., 5210 barlos 477 clu
Alcohol al 96 % .......covvvevvinniiiiiiiiciieiee e eeeenn... 5-10 bafios 47 clu
Alcoholal96 % ..........cooce e eeviieiicveeeeneee ... 5-10 bafios 4 c/u
Alcohol al 100% ....cocooevveeeiiieveve oo 5=10 baftos 47" clu
Alcohol al 100 % ....cevvvveeeeviiiiiiie e eeee..... 5-10 baflos 4" c/u
Xilol ..o i .. D baflOs 477 Clu
Xilol ..o .. S DafOS 477 ClU

Se montaron con resina sintética y se dejaron secar.

Se abservaron al microscopio para su analisis histoidgico e histopatoldgico
EXAMEN E INTERPRETACION DE LOS CORTES HISTOLOGICOS

Se debe comenzar el estudio de la placa histologica a través det microscopio
dptico desde el aumento menor (objetivo 5X), ya que revelara una zona de
mucha mayor observacion del tejido que los objetivos de mayor aumento del
microscopio, moviendo la laminilla, es posible examinar con rapidez todo el
corte histolégico.

Después de esta observacién general, se puede seleccionar la zona de
mayor interés, que demuestre un cambio 0 una caracteristica nueva o que
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falte en el tejido en estudio, para que sea colocada en el centro y ser
observada a mayor aumento. '

Hay que tener en cuenta que al tener un campo visual y usar aumentos
mehores de 1.500 micras 6 0. 015 mm, se va disminuyendd en forma directa
al usar los objetivos de mayores aumentos, llegando a aproximadamente
100 micras 6 0.010 mm. Ademas al estudiar los cortes histoldgicos es
importante hacer una reconstruccién mental tridimensional de las células, .
fejidos y drganos, ya que por razones practicas los cortes no tienen
profundidad. A este respecto se debe tener en cuenta que un érgano puede
dar una falsa impresion de su arquitectura, por ello es importante usar varios
cortes hechos en distihtos planos para poder interpretar la estructura de
érganos complejos (José Carlos Crispin & Varela 1999).

Tomado una muestra aleatoria de los cortes de los ratones, conforme a los
tres grupos formados respecto al sacrificio, a las dos, tres y cuatro semanas
después de la uitima inmunizacién, fueron analizados por el Dr. Felipe
Cerda jefe del area de histopatologia en el Hospital Civil de Guadalajara,
como persona ajena al proyecto (estudio doble ciego) con tal de
proporcionar los datos de dafo de tejido y presencia de la AR en los
ratones.
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VIL- RESULTADOS

La prueba piloto que se realizé al inicio con una n =5 por grupo; donde se
tenian dos grupos, los controles y los experimentales inmunizados, fue el
principal punto de partida para inducir artritis en ratones Balb/c, esta con
proteoglycano de pollo para comprobar su eficacia como inductor y

posteriormente acrecentar el tamafio de la muestra.

Pero a su vez se realizé también una prueba piloto con 10 ratones (5
Controles y 5 experimentales inmunizados) inducidos con Proteoglycano de
bovino, con la finalidad de encontrar cual inductor presentaba mejores
resultados en la expresion de signos de inflamacion como lo eran
visuaimente, el incremento de las articulaciones (tumor), enrojecimiento
(rubor) y sensibilidad al manejo y movimiento. De estas pruebas piloto cabe
destacar que se encontraron mejores resultados con el proteoglycano de
pollo, ya que los ratones inmunizados presentaban estos signos de
inflamacién en comparacién con los controles después de dos semanas de
la dltima inmunizacién. En contraste con el proteoglycano de bovino que no
produjo inflamacién alguna en las articulaciones pero si presentaron
hepatoesplenomegalia (Fig. 5) (crecimiento de higado y bazo) los ratones
inmunizados. Basados en estas pruebas piloto, se procedié a incrementar la
muestra, formando grupos mas significativos para inducir la artritis con
proteoglycano de pollo.

A

ey

pre
(

Figura. 5 Comparacion de érganos (higado y bazo) de los ratones
inmunizados (derecha) contra los ratones controles (izquierda)



39

RESULTADOS DEL REGISTRO DE LAS MARCAS VISUALES

Los primeros signos de inflamacion, aparecieron 2 semanas después de la
cuarta inmunizacién en las articulaciones de las extremidades delanteras,
posteriormente también se observaron en aigunas articulaciones de las

extremidades traseras.

Como se menciond anteriormente en 1a metodologia, el registro de marcas
visuales (RMV) se tomé en el dia cero, durante cada inmunizacién y
después de la aparicion de signos de inflamacion dos veces por semana
para observar |a evolucion de estos. Las mediciones de los didmetros de las
articulaciones fueron representadas en milimetros (mm) tomadas de las
muidecas, los codos, los tobillos, los tarsos y las rodillas de cada ratédn, tanto
de los ratones controles como de los experimentales inmunizados;
encontrando que los codos y las rodillas fueron las mas afectadas que
presentaron un incremento en el diametro, aunque cabe sefialar que algunas
de las mufiecas también tenian ligero aumento, esto solo en aquellos
ratones inmunizados con proteoglycano de pollo, los controles
permanecieron normales. Tomando en cuenta que los sacrificios fueron
hechos para obtener las extremidades anteriores y posteriores de los
ratones para comprobar la evolucién de los signos de inflamacion vy la

posible presencia de AR a nivel histolégico se realizaron tres sacrificios.

1er. Sacrificio se llevé a cabo dos semanas después de la dUltima
inmunizacién (Grupo A).

2do. Sacrificio se llevd a cabo tres semanas después de la Ultima
inmunizacién (Grupo B).

3er. Sacrificio se llevé a cabo cuatro semanas después de la Ultima
inmunizacion (Grupo C).

Los resultados se presentan por promedios de las mediciones tomadas el
dia cero comparados con los promedios de las mediciones de la ultima
inmunizacién y de cada dia de sacrificio. Esto considerando que el
incremento del didmetro se dio en los codos, las rodillas de manera

marcada; las graficas (cuadro. 3-5) incluyen los promedios de las mediciones
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de codos y rodillas de los ratones controles e inmunizados, observando con
ello su evolucién y comparacion entre estos, desde el dia cero hasta el dia
de sacrificio de cada grupo.

Se realizé una prueba estadistica de diferencia significativa (t de student con
una p<0.05) para observar las comparaciones significativas entre las
mediciones de los codos y rodillas del ratdn control comparado con Ia
medicién del raton inmunizado. En donde la hipétesis nula dice que las
medias del didmetro de ambas muestras eran iguales (ux = py) y la hipétesis
alternativa menciona que, la media del diametro de la muestra 1 (ux- ratones
controles) era mayor que la media de la muestra 2 (uy- ratones
experimentales inmunizados).

Ho. pux < puy — Rechazada
Ha- ux > py — Aceptada con un 95 % de confiabilidad

La grafica (cuadro. 3) siguienté representa el desarrollo del diametro de las
articulaciones, de los codos de los ratones controles (barras negras)
comparado con el didmetro de las articulaciones de los codos de los ratones
inmunizados (barras blancas) medidos desde el dfa cero hasta la ultima
inmunizacién. Teniendo una muestra de 30 ratones (15 controles y 15
inmunizados), que como se mencionéd en la metodologia fueron sacrificados
5 controles y 5 inmunizados desde que presentaron los signos de
inflamacion.
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Desarrolio del diametro de los codos

B Ratores
Controles

a Ratones
Inmunizados

Diametro de la articulacion (mm)

0 0 49 49 63 63 70 70 77 77

Tiempo en dias

Cuadro. 3 Grafica del desarroilo del diametro de las articulaciones de los codos de los
ratones controles (Cn) comparados con los de ratones inmunizados (In) desde de
el dia cero hasta el dia de su sacrificio.

Encontramos como resultado un aumento en el didmetro de las
articulaciones de los codos de los ratones inmunizados como punto maximo
en el primer sacrificio (grupo A). Esto expresado mediante la prueba
estadistica de diferencia significativa, como se muestra de la siguiente
manera:

Se realizé la prueba t estadistica de comparaciones significativas de los
promedios de los diametros de las articulaciones de los codos de ratones
controles comparados con los promedios de los diametros de las
articulaciones de los codos de los ratones inmunizados en el 1% sacrificio,
que fue donde se observé el punto maximo de incremento; la hipétesis nula
menciona que ambos diametros son iguales.

Se encontré como resultado que existe una diferencia en p<0.05, donde se
obtuvo una t calculada = 3,0536 y la tgos= 1,6707 rechazandose asi la
hipétesis nula. Por lo que se acepta la hipétesis alternativa que menciona
que existe diferencia entre ambos promedios de diametros de articulaciones
comparados.
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La siguiente grafica (cuadro. 4) representa el desarrollo que muestra el
didmetro de las articulaciones de las rodillas de los ratones controles (barras
negras) comparado con el diametro de las articulaciones de las rodillas de
los ratones inmunizados (barras blancas) medidos desde el dia cero hasta la

ultima inmunizacion.

Desarrollo del diametro de las rodillas

55

@ Ratones
Controles

3O Ratones
Inmunizados|

Diametro de la articulacion {mm)

] 0 49 49 63 63 70 70 77 77
Tiempo en dias

Cuadro. 4 Grafica del desarrollo del didmetro de las articulaciones de rodillas de los
ratones controles (Cn) comparados con las de ratones inmunizados (In) desde de
el dia cero hasta el dia de su sacrificio.

En esta grafica (cuadro. 4) de comparacion del diametro de las
articulaciones de rodilla se obtuvo como resultado un aumento en el
diametro de las articulaciones de las rodillas de los ratones inmunizados
como punto maximo tres semana después de la ultima inmunizacién que
corresponde al tercer sacrificio (grupo C). Que expresado mediante la
prueba t estadistica de diferencia significativa, se menciona:

En la comparacioén significativas de los pfomedios de los didmetros de las
articulaciones de las rodillas de los ratones controles comparados con los
promedios de los didmetros de las articulaciones de las rodillas de los
ratones inmunizados en el 3* sacrificio, donde la hipétesis nula menciona
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que existe igualdad en ambos promedios y la hipdtesis aiternativa expresa
gue existe diferencia; se obtuvo una t calculada para estas dos muestras de t
= 0.0738 y la t de tablas fue ty0s= 1,7341, se rechaza la hipétesis nula y se
acepta la hipétesis alternativa. Expresando que existe diferencia en la
comparaciéon de promedios de articulaciones entre las de los ratones
controles contra las de los ratones inmunizados en el 3 sacrificio.

También se encontré un pequefio aumento del diametro de las articulaciones
de las muriecas de los ratones, como se representa en la siguiente grafica
{cuadro. 5), donde estan expresados los promedios de los grupos

Desarrollo del diametro de las muiiecas

2,8

o Ratones
e~ Controles

O Ratones
Inmunizados

Diametro de la articulacion (mm)

0 0 49 49 63 63 70 70 77 77
Tiempo en dias

Cuadro. 5 Grafica del desarrollo del diametro de las articulaciones de las muriecas de los
ratones controles (Cn) comparados con las de ratones inmunizados (In) desde de
el dia cero hasta el dia de su sacrificio.

Se realiz6 la prueba t para observar diferencias en la comparacién de
promedios del diametro de las articulaciones de las muriecas de los ratones
controles en el dia cero contra los promedios de los ratones inmunizados en
el 1% sacrificio (punto maximo), donde la hipétesis nula expresaba que no
existe diferencia significativa en ambos promedios y la hipétesis altenativa
que si existe una diferencia significativa en ambos. Encontrando como
resultado una t calculada para la comparacién de promedios de t =
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0,0001387 y el valor critico encontrado fue toes= 1,6707 en donde se
expresa que la hipotesis nula fue rechazada y aceptada la hipétesis
alternativa encontrando diferencias en los promedios del didametro de las
articulaciones comparadas.

Otro parametro tomado en cuenta fue el peso mostrado en la grafica
(cuadro. 6) que muestra la comparacién de pesos (gr) de los ratones
controles (barras negras) y experimentales inmunizados (barras blancas) en
el dia cero hasta el dia de sacrificio. Encontrando como resultado un
aumento de peso en los ratones que fueron inmunizados con proteoglycano
de pollo desde el primero al uitimo sacrificio. Al contrario de los ratones
controles que se les aplico solucién salina fisioldgica que si incrementaron su
peso, pero no como los inmunizados.

Comparacién de pesos

Ratones controles vs. Ratones inmunizados

_;1 @ Ratones
- ) Controles

O Ratones
Inmunizados

Promedio de pesos (gr)
3

0 0 49 49 83 63 70 70 77 77
Tiempo en dias

Cuadro. 6 Grafica de la evolucién de los pesos los ratones controles (Cn) comparados con
las de ratones inmunizados (In) desde de el dia cero hasta el dia de su sacrificio.

Encontrando como resultado en esta grafica (cuadro. 6) que los ratones
inmunizados aumentaron de peso considerablemente en la ultima
inmunizacién con un peso promedio de 26 gr. en comparacién de los ratones
controles que mantuvieron su peso durante todo el estudio en un promedio
de19a22gr.
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INTERPRETACION DE LOS CORTES HISTOLOGICOS

Con el objetivo de determinar la evolucién de la AR a nivel histolégico para
observar la presencia de posible dafo de tejido, se realizaron los cortes
histoloégicos del material parafinado (10um) de las extremidades y fueron
analizadas por el Dr. Felipe Cerda, jefe de la unidad de histopatologia del
Hospital Civil de Guadalajara.

E! estudio histoldgico comparativo se realizé entre los ratones controles
contra los experimentales inmunizados en el dia de sacrificio de cada grupo,
como se menciond anteriormente en la metodologia. Encontrando que no
existié una diferencia morfolégica en la comparacién de las articulaciones de
los ratones controles con las articulaciones de los ratones inmunizados
sacrificados dos, tres y cuatro semanas después de la ultima inmunizacién.
Para hacerlo mas representativo se tomaron microfotograficas de Ias
articulaciones (Fig. 6-11) con un objetivo de 5x y 10x como se muestran a
continuacién:

La figura 6 muestra las comparaciones de los cortes de las articulaciones de
los codos del ratén control, contra las articulaciones del raton inmunizado del
1% sacrificio (grupo A). Realizado mediante cortes de 10 micras tefidos con
fa técnica de Hematoxilina-Eosina, observado en un analizador de imagenes
AxioCam MRc versién 4 y microscopio de la marca Carl Zeiss, con objetivo
5x y 10x. En donde se indica en la parte superior derecha (50x) e izquierda
(100x) 1a articulacion humeroradiocubital del ratén control y en comparacion
con la parte inferior derecha (50x) e izquierdo (100x) la articutacion
humeroradiocubital del ratén inmunizado.
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COMPARACION HISTOLOGICA DE CODOS DEL 1* SACRIFICIO
Ratones Controles (Cn) vs. Ratones Inmunizados (In)

GRUPO A

N i
. N H
B SR N

C) Raton Inmunizado. Codo (1er sacrificio) 50x D) Ratén inmunizado. Codo (1er sacrificio) 100x

Figura. 6 Comparacién histoldgica de la articulacion humeroradiocubital del ratén control
(A, B) contra la articulacién humeroradiocubital del ratén inmunizado (C, D) del
grupo A (1% sacrificio). Con objetivo 5x y 10x.
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En la figura 7 se muestran las comparaciones de los cortes de las
articulaciones de las rodillas del raton control contra las articulaciones del
ratén inmunizado del 1°" sacrificio (grupo A). En donde se observa en la
parte superior derecha (50x) izquierda {100x) Ja articulacién
fémorotibiorotuliana del raton control y en comparacién con la parte inferior
derecha (50x) e izquierda (100x) la articulacién femorotibiorotuliana del ratén

inmunizado.

COMPARACION HISTOLOGICA DE RODILLAS DEL 1* SACRIFICIO
Ratones Controles (Cn) vs. Ratones Inmunizados (In)

GRUPO A

o ;g*;

T

A) Ratén Control. Rodilla (1er sacrificio) 50x B) Ratén Control. Rodilla (1er sacrificio) 100x

C) Raton inmunizado. Rodilia (1er sacrificio) 50x D) Ratén Inmunizado. Rodilla (1er sacrificio) 100x

Figura. 7 Comparaci6n histolégica de la articulacion femorotibiorotuliana del ratén control
(A, B) contra la articulacion femorotibiorotuliana del ratén inmunizado (C, D) del
grupo A (17 sacrificio). Con objetivo 5x y 10x.
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La figura 8 muestra las comparaciones de los cortes de las articulaciones de
los codos del raton control contra las articulaciones del ratén inmunizado del
2% sacrificio (grupo B). En donde se puede observar en la parte superior
derecha (50x) e izquierda (100x) la articulacién humeroradiocubita! del ratén
control en comparacion con la parte inferior derecha (50x) e izquierdo (100x)
la articulacién humeroradiocubital del ratén inmunizado.

COMPARACION HISTOLOGICA DE CODOS DEL 2% SACRIFICIO
Ratones Controles (Cn) vs. Ratones Inmunizados (In)

GRUPO B

SN

t
Py WY M

A) Raton Control. Codo (2do. sacrificio) 50x B) Ratén Control. Codo (2do. sacrificio) 100x

C) Ratén Inmunizado. Codo (2do. sacrificio) 50x D) Ratén Inmunizado. Codo (2do. sacrificio) 100x

Figura. 8 Comparacion histolégica de la articulacion humeroradiocubital del ratén control
(A, B) contra la articulacion humeroradiocubital del ratén inmunizado (C, D) del
grupo B (2% Sacrificio). Con objetivo 5x y 10x. i
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La siguiente figura 9 muestra las comparaciones de los cortes de las
articulaciones de las rodillas del ratén control, contra las articulaciones del
ratén inmunizado del 2% sacrificio (grupo B). En donde se observa en la
parte superior derecha (50x) izquierda (100x) la articulacion
femorotibiorotuliana del ratén control en comparaciéon con la parte inferior
derecha'(50x) e izquierda (100x) la articulacion fémorotibiorotuliana del raton

inmunizado.

COMPARACION HISTOLOGICA DE RODILLAS DEL 2% SACRIFICIO
Ratones Controles (Cn) vs. Ratones Inmunizados (In)

GRUPO B

et

B e
i

B) Raton Control. Rodilla (2do. sacrificio) 100x

A) Ratén Control. Rodilla (2do. sacrificio) 50x

[ ' ‘._;y_/_r’.l, < - . N »
C) Ratén Inmunizado. Rodilla (2do. sacrificio) 50x D) Ratén Inmunizado. Rodilla (2do. sacrificio) 100x

Figura. 9 Comparacion histoldgica de la articulacién femorotibiorotuliana del raton control
(A, B) contra la articulacién femorotibiorotuliana del ratén inmunizado (C, D) del
grupo A (1% sacrificio). Con objetivo 5x y 10x.
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La figura 10 muestra las comparaciones de los cortes de las articulaciones
de los codos del raton control, contra las articulaciones del ratén inmunizado
del 3* sacrificio (grupo C). En donde se muestra en la parte superior
derecha (50x) e izquierda (100x) la articulacién humeroradiocubital del raton
control y en comparacioén con la parte inferior derecha (50x) e izquierdo
(100x) la articulacién humeroradiocubital del ratén inmunizado.

COMPARACION HISTOLOGICA DE CODOS DEL 3% SACRIFICIO
Ratones Controles (Cn) vs. Ratones Inmunizados (in)

GRUPO C

C) Raton Inmunizado. Codo (3er. sacrificio) 50x D) Ratén Inmunizado. Codo (3er. sacrificio) 100x

Figura. 10 Comparacion histologica de la articulacién humeroradiocubital del ratén control
(A, B) contra la articulacién humeroradiocubital del rat6n inmunizado (C, D) del
grupo C (3* Sacrificio). Con objetivo 5x y 10x.
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La ultima imagen (Fig. 10) muestra las comparaciones de los cortes de las
articulaciones de las rodillas del raton controi, contra las articulaciones del
raton inmunizado del 3% sacrificio (grupo C). Donde se puede observar en la
parte superior derecha (50x) izquierda (100x) la articulacion
femorotibiorotuliana del ratén control en comparacién con la parte inferior
derecha (50x) e izquierda (100x) la articulacién fémortibiorotuliana del ratén

inmunizado.

COMPARACION HISTOLOGICA DE RODILLAS DEL 3* SACRIFICIO
Ratones Controles (Cn) vs. Ratones Inmunizados (In)

GRUPO C

C) Ratén Inmunizado. Rodilla (3er. sacrificio) 50x D) Ratén Inmunizado. Rodilla (3er. sacrificio) 100x

Figura. 11 Comparacion histologica de la articulacién femorotibiorotuliana del ratén control
(A, B) contra la articulacién femorotibiorotuliana del ratén inmunizado (C, D) del
grupo C (37 sacrificio). Con objetivo 5x y 10x.
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En las imagenes anteriores (Fig. 9-11) se mostraron las articulaciones
humeroradiocubital y femorotibiorotuliana, indicandose una..porcion del
empalme de las articulaciones donde se mostraban las superficies
articulares, la membrana sinovial, el cartilago y las - articulaciones
intermetacarpales de los ratones que en el registro de marcas visuales
obtuvieron un incremento en el diametro, sacrificados dos semanas después
de la ultima inmunizacién (grupo A), fecha que fue cuando presentaron
sighos de inflamacién; posteriormente tres y cuatro semanas después de la
ultima inmunizacién (grupo B y C) para observar su evolucion y presencia de
AR experimental a nivel histopatolégico.

Encontrando como resuitado que no se encontraron diferencias morfolégicas
significativas en la comparacién de los cortes de las articulaciones,
diferencias, tales como; degradacion de cartilago, hiperplasia sinovial con
infiltracién masiva de células inflamatorias o erosiones del hueso en los
ratones inmunizados, que son los signos mas aparentes en la Artritis
Reumatoide experimental.

Pero cabe destacar que si se observd un reclutamiento de células, como
son los polimorfos nucleares, macréfagos y linfocitos mostrado en las
microfotografias.
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VIIL- DISCUSION

Durante el experimento de la induccion de artritis con proteoglycano hasta el
momento del sacrificio se les tomé un registro de marcas visuales a medidas
del diametro de las articulaciones posteriores y anteriores de los ratones
Balb/c, que posteriormente se evaluaron sacando los promedios y se les
hizo una prueba estadistica de diferencias significativas “t de student”, donde
se encontré que los ratones inmunizados presentaron un aumento en el
diametro de las articulaciones en comparaciones con los de los ratones
controles, que si aumentaron probablemente por el crecimiento, ya que
pasaron 49 dias desde la primera hasta la ultima inmunizacion, y ademas
fueron 28 dias mas hasta el ultimo grupo sacrificado.

Se encontré como resultado que existid un punto maximo de aumento del
diametro de las articulaciones (codos y muriecas) de los ratones sacrificados
dos semanas después de la ultima inmunizacion y en las articulaciones
(rodillas) de los que fueron sacrificados cuatro semanas después de la Ultima
inmunizacién (3% sacrificio). Concluyendo con esto que los codos y mufiiecas
presentaron un incremento del diametro dos semanas después de la ultima
inmunizacion (grupo A) y las rodillas tuvieron un incremento del diametro
cuatro semanas después de la ultima inmunizacién, teniendo como punto
maximo el 3* sacrificio (grupo C).

Cabe recalcar que como los ratones fueron sacrificados dos semanas
después de la ultima inmunizacién (grupo A) fecha que fue cuando
presentaron un aumento en el didmetro, posteriormente tres y cuatro
semanas después (grupo B y C) para medir su desarrollo y observar la
presencia de AR experimental en las articulaciones de los ratones
inmunizados.

Otro aspecto fue que los ratones inmunizados aumentaron de peso
probablemente por la inflamacién y el crecimiento de drganos (higado y
bazo) encontrado al momento del sacrificio, producto de la induccién de la
inflamacion provocada por el proteoglycano, por lo que es recomendable
hacer una biometria para el analisis de proliferacién de células inflamatorias.
Aunque a nivel histolégico no encontramos cambios morfolégicos, ni
presencia contundente de AR experimental, sin embargo se observé la



54

inflamacion en las articulaciones anteriores y posteriores de los ratones
inmunizados' en comparacién con los ratones controles como el
enrojecimiento, la sensibilidad al manejo y disminucién det movimiento de
extremidades de los ratones inmunizados con proteoglycano de polio.
Probablemente sea necesario incrementar el tiempo de observacion
después de la ultima inmunizacién hasta 3-4 meses con la finalidad de
mayor evolucién de AR o aplicar en la 4" inmunizacién el proteoglycano
emulsionado en adyuvante completo de Freund (CFA), ya que en este
estudio solo se aplicé en la primera inmunizacién y algunos autores lo
reportan en su metodoiogia (Finnegan, Mikecz et al. 1999) que a su vez van
acompafadas conjuntamente con inmunizaciones con agentes infecciosos
como lo es Leishmania, espiroquetas de Borrelia burdogeri (Lindgvist.,
Bockermann. et al. 2002).

Por lo que sena indispensable tomarlo en cuenta para obtener mejores
resultados en la induccion de AR y en la representacién de los signos en el
modelo murino de Balb/c inducido con proteogiycano de pollo.

Otra de las consideraciones es que algunos autores (Otto Jeffrey M.,
Chandrasekeran Raman et al., 2000); (Kaplan Charles D., O'Neill Shannon
K. et al, 2002) reportan en su metodologia el uso de proteoglycano de
cartilago de humano. Pero en este estudio no se usd proteoglycano de
humano, ya que la técnica de extraccién es una técnica especializada
llevada a cabo a la hora de la cirugia de transplante de cartilago, la cual
comprende un procedimiento especifico con ef cual no se contaba. '
Cabe destacar que es recomendable hacer el analisis de suero, en donde se
compruebe mediante técnicas de ELISA los niveles sericos de TNFa, IL-1,
IL-2 e IL-1B que son las citocinas proinflamatorias que juegan un papel vital y
son responsables de muchas manifestaciones de la enfermedad (Gil. 2002)
para corhprobar con ello la presencia del proceso inflamatorio en el
desarrollc de AR experimental.

Es necesario discutir que la elaboracidn de este trabajo conilevé a la
reproduccion de un modelo murino de induccién de artritis tipo reumatoide
en la cepa Balb/c con proteoglycano de pollo con el objetivo de
estandarizario en el Laboratorio de Inmunobiologia del Departamento de
Biologia Celular y Molecular de la Divisién de Ciencias Biol6gicas y
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Ambientales del Centro Universitario de Ciencias BiolSgicas y Agropecuarias
de la Universidad de Guadalajara, para poder probar en el algun
inmunoregulador 0o inmunosupresor en esta enfermedad inmune
experimental. Y que aunque los resultados no presentaron
concluyentemente la presencia de AR experimental en los ratones
inmunizados, ni se encontrdé un proceso inflamatorio significativo, pero si
una tendencia de inflamacion en las articulaciones de los ratones
inmunizados; en estudios posteriores (datos no publicados) se realizaron
técnicas de ELISA y biometria, en donde si se observaron niveles altos de
citocinas proinflamatorias, indicandonos la presencia de un proceso
inflamatorio (tesis de licenciatura) sirviendo con esto como modelo de
inducciéon de proceso inflamatorio en el cual si se pueda tratar de utifizar
para probar algun antiinflamatorio. Pero sin dejar de tomar en cuenta el
registro de los signos cardinales de la inflamacién: rubor, enrojecimiento,
dolor, tumor y disfuncion; que en este estudio si se tomaron en cuenta pero
no fueron presentados, ya que se esperaba que existiera un cambio a nivel
histologico contundente que indicara la presencia de AR experimental.

Pero cabe destacar que si se observd un reclutamiento de células, como
son los polimorfos nucleares, macréfagos y linfocitos. Indicando con esto
que falto tiempo de desarrollo de los signos y otra inmunizacién de
proteoglycano de pollo emulsionada en adyuvante completo de Freund que
reforzara la induccién y exprésién de signos de inflamacion. Ya que en el
humano son afios para desarrollarse la AR como tal y en este estudio solo
fueron meses.
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1X.- CONCLUSIONES

o El registro de marcas visuales de las articulaciones de los ratones
hembras Balb/c inmunizados con proteoglycanc de pollo con una
dosis de 100 ng emulsificado en 100ul de adyuvante completo de
Freund (1% inmunizacion) y adyuvante incompleto de Freund (tres
inmunizaciones restantes) por via i.p. en un tiempo de 0, 7, 28 y 49
dias mostré6 un incremento no significativo del diametro de las
articulaciones en comparacion con ias articulaciones de los ratones
del grupo control.

e La induccién de la inflamacién de las articulaciones de los ratones de
los grupos experimentales se observé dos y cuatro semanas después
de la Ultima inmunizacién como el enrojecimiento, la sensibilidad af
manejo, disminucién del movimiento de extremidades y una tendencia
en el incremento del diametro de las articulaciones.

« No se encontrdé a nivel histopatolégico diferencia morfologica
significativa entre los grupos experimentales y los grupos controles,
debido al poco tiempo de evolucién del proceso inflamatorio en las
articulaciones de ratones hembras Balb/c inmunizados con
proteoglycano de pollo.
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