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RESUMEN

La Artritis es un proceso de inflamacién crénica caracterizado por la
destruccion del cartilago sinovial, con un cuadro morfolégico que indica una
respuesta inmune local. Numerosas citoquinas proinflamatorias, incluyendo IL-
6y TNF, han sido detectadas en los fluidos sinoviales. Estas citoquinas, que
juegan un papel en la iniciacién de la destruccion de la articulacién, son
producidas por las células T locales y macréfagos activados. El objetivo de esta
investigacion fue estudiar la influencia de la hipercolesterolemia sobre la
induccion de la artritis experimental en conejos, luego de inyectar localmente 10
ng de LPS de la cepa 0127:B8 de E.coli, en la cavidad sinovial. El recuento
total de células blancas (CBT) se realizé6 mediante la tincién de Turk, luego de la
inyeccion del LPS a los 30 min, 2 h, 6 h y 24 h, encontrandose una tendencia a
una mayor proporcion de células blancas en el liquido sinovial de los conejos
alimentados con dietas ricas en colesterol (CH), luego de transcurrir 6 h de la
inyeccién local de LPS en comparacién con los conejos alimentados con dieta
basal (CN), lo cual sugiere que la competencia inmunitaria esta asociada con la
cantidad y calidad de grasas en la dieta. Se determiné también los niveles de
TNF e IL-6 en el liquido sinovial mediante bioensayos utilizando la linea celular
WEHI 164 clon 13 y B9 respectivamente, observandose un claro incremento de

TNF a las 2 horas y de IL-6 a las 24 horas en los CH después de la inyeccion

iv
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e IL-6 se encontro solamente en la cavidad sinovial estimulada con LPS, ya que
en la bolsa sinovial contralateral inyectada con salina estéril libre de pirégeno,

no se observo ningun incremento significativo en los CH y los CN.

Todo lo anteriormente expuesto indica que la ingesta de colesterol
conduce a un aumento del colesterol plasmatico y que conejos alimentados con
una hipercolesterolémica son mas susceptibles a infecciones experimentales
locales con un incremento considerable de la respuesta inflamatoria, tal como
una mayor migracion celular, asi como mayores niveles de las citoquinas pro-

inflamatorias en la cavidad sinovial estudiadas en el presente trabajo.
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INTRODUCCION

1.1. ARTRITIS

La artritis se puede definir como un proceso inflamatorio crénico en
donde se observa destruccién de la articulacion con la deformidad subsecuente,
resultante de la interaccion de complejos de células sinoviales con varios
elementos celulares (y sus productos solubles) que, infiltrados de la circulacién,

entran en el revestimiento sinovial de la articulacion (Paul WE, 1989).

Es importante destacar el rol de las citoquinas inflamatorias como
sefiales bioquimicas las cuales inducen a la liberacion de proteinas
degradantes del cartilago a consecuencia de la estimulacion de condrocitos. Asi
tenemos que, proteinasas inhibitorias, citoquinas y receptores interactian para
alterar el sinovio mediante la liberacién de anticuerpos, factores de crecimiento
y diferenciacion de células en respuesta a estas interacciones bioquimicas

(Goldring MB, 1999).

En cuanto a interacciones celulares tenemos que pequefios vasos
sanguineos son dafiados permitiendo la acumulacion de linfocitos y monocitos

en el espacio perivascular. Las células T cooperadoras (CD4+) predominan en



la lesién inflamatoria inicial (ldogawa H, 1998), del mismo modo, células
fagociticas del sinovio similares a macréfagos y células dendriticas sinoviates,
las cuales proliferan y expresan una abundante cantidad de antigenos clase i
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, caracteristicos de células

presentadoras de antigenos (Paul WE, 1989).

Estudios recientes sobre Artritis Experimental inducida por
Lipopolisacarido (LPS) han evaluado la destruccion articular mediante la
medicion macroscépica de la articulacion inflamada y por examenes
histopatologicos, encontrando células inflamatorias y foliculos linfoides en la
lesion sinovial, revelando que la membrana sinovial se encuentran infiliradas
por células T cooperadoras (ldogawa H, 1998) tal como se muestra en la figura
1. También se ha observado edema, exudado de fibrina y fibrosis. Estos
estudios han permitido evaluar la patogénesis de la Artritis Reumatoide en
seres humanos, la cual presenta similitud con la Artritis Experimentat inducida
por LPS en conejos (Distler O y col, 1999) permitiendo asi dilucidar tratamientos

para este tipo de enfermedad degenerativa.

Los complejos inmunes activan la cascada del complemento trayendo
como consecuencia un incremento de la permeabilidad vascular, infiltrado de
células inflamatorias y la afluencia de neutrdfilos. Para este momento la

articulacion se encuentra inflamada, caliente y dolorosa (Paul WE, 1989).
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Figura 1.- Comparacion entre una articulacién sana (derecha) con una
articulacion inflamada (izquierda). Se puede apreciar la deformidad de la
articulacion a consecuencia de las interacciones celulares que se suscitan en la

localidad.

1.1.1. INTERACCIONES BIOQUIMICAS

Las interacciones celulares traen como consecuencia la produccién de

mensajeros tales como las Citoquinas, las cuales activan a otras células o
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grupos de células. Las citoquinas son proteinas reguladoras de mdiltiples
respuestas a infecciones, respuestas inmunes e inflamaciones. Algunas
citoquinas actuan en procesos inflamatorios siendo conocidas como Citoquinas
Pro-inflamatorias. Por otra parte, existen otro grupo de citoquinas denominadas
Anti-inflamatorias cuyas funciones estan destinadas a reducir la inflamacién y
promover la homeostasis trayendo como consecuencia su mejoramiento

(Dinarello CA, 2000).

El papel central de las citoquinas pro-inflamatorias como sefales
bioquimicas en la artritis como enfermedad degenerativa, implica la
estimulacion de condrocitos para la liberacion de proteinasas que degradan el
cartilago. De este modo, inhibidores de proteasas, citoquinas antagonistas,
anticuerpos  bloqueadores de receptores, factores de crecimiento y
diferenciacion han sido considerados como agentes terapéuticos contra la

Artritis Reumatoide (Goldring MB, 1999).

Una de las primeras citoquinas participantes en el proceso inflamatorio
es el Factor de Necrosis Tumoral (TNF), producido principalmente por
monocitos y macrofagos, actuando para producir fiebre, inflamacién,
destruccién de tejidos y en algunos casos shock y muerte (Dinarelio MB, 1999).
En modelos animales se ha observado que la inhibicion del TNF suprime la

respuesta inflamatoria al reducir la produccion de proteinas que son nocivas a



la articulacion (Moreland LW, 1999), tales como las proteasas, las cuales
fragmentan proteoglicanos y colagenos formadores de la matriz de los
cartilagos, ligamentos y tendones de la articulacion. El infiltrado inicial de la
inflamacién libera o conduce la proliferacion de células sinoviales, formando una
lesion granulomatosa crénica que atacan, invaden y erosionan el cartilago y

otros componentes de la articulacién (Paul WE, 1989).

Otra citoquina liberada durante el proceso inflamatorio de artritis, es la
Interleuquina 6 (IL-6), la cual también es producida iniciaimente por los
monocitos a consecuencia de su estimulacion por el TNF, factor de crecimiento
derivado de plaquetas, antigenos, mitégenos y endotoxinas bacterianas (LPS).
La IL-6 tiene mdltiples actividades biologicas en diversas células (Efecto
Pleiotropico). La administracion de IL-6 in vivo incrementa el contaje de

neutréfilos (Terr Al y Sites DP, 1993).

1.1.2. EFECTO DEL COLESTEROL EN LA EXPRESION DE LA RESPUESTA

INFLAMATORIA EN ARTRITIS

Estudios en donde se aislan lipoproteinas de baja densidad (LDL) del
fluido sinovial de la articulacién de la rodilla en pacientes con artritis reumatoide,

demuestran que las LDL sufren modificaciones oxidativas asociandose este



hallazgo con la respuesta inflamatoria local, de manera similar se ha observado
con el proceso de aterogénesis, sugiriendo asi que la articulacion reumatoide
puede ser comparada con procesos de aterosclerosis como proceso
inflamatorio en el cual se puede estudiar in vivo la oxidacién de la LDL (Dai L y

col, 2000).

La LDL del fiuido sinovial y plasma son similares en lo referente al
contenido de colesterol libre, pero la LDL del fluido sinovial tienen un bajo
contenido de colesterol esterificado. Los principales efectos de oxidacion de la

LDL son:

1. Estimulacién del reclutamiento de monocitos.

2. Alteraciones en la regulacion del colesterol por parte de los macréfagos,
resultando asi la formacion de células espumosas observadas en el
revestimiento sinovial de pacientes con artritis reumatoide.

3. Citotoxicidad.

4. Activacion de los linfocitos T (James MJ y col, 1998).

Esto permiti6 comprobar que una alteracion en el metabolismo de los
lipidos incrementa la produccion de factores pro-inflamatorios, exagerando asi

la respuesta inflamatoria ante la presencia de un antigeno (Brito y col. 1995).



1.2. PAPEL DE LAS LIPOPROTEINAS EN EL TRANSPORTE DE LiPIDOS

El transporte de lipidos desde los tejidos de sintesis y absorcién a los
de utilizaciéon y almacenamiento, requiere su solubilizaciéon en el medio acuoso
del plasma; para ello, en vertebrados existe un sistema complejo de

transportadores de lipidos: las lipoproteinas (Badimon, J. J. y col, 1996).

Gracias a las lipoproteinas, los acidos grasos, monoacilglicerol, colesterol
y fosfolipidos son tomados de la sangre para ser utilizados por los tejidos, las

cuales de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas tienen distintas funciones:

1) Los quilomicrones, encargados de transportar la grasa ingerida en la
dieta diaria, desde los intestinos hacia la circulacion general (Soltero, I,

1993).

2) Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), las cuales transportan
triglicéridos sintetizados por el higado a otros tejidos que lo requieren

como combustibles metabdlicos.

3) Las lipoproteinas de baja densidad (LDL), encargadas del transporte de
ésteres de colesterol del higado a otros érganos (Camejo, G. v col,

1989).



4) Las lipoproteinas de alta densidad (HDL), las cuales transportan el
colesterol libre en exceso desde el interior celular al higado en forma

esterificada para luego ser excretado (Soltero, |. y col, 1987).

Actualmente se sabe que el colesterol es una molécula extremadamente
antigénica, sobre todo cuando esta combinada con transportadores (como el
silicone) o adyuvantes (como el lipido A). Un mecanismo inmunolégico
propuesto por Alving C y Wassef N (1999) para explicar el metabolismo de las
lipoproteinas debido a la opsonizacién por complemento (C) y el traslado de la
lipoproteina a través de la sangre. Este consiste en la unién inicial del complejo
LDL-Anticuerpo-Complemento, a través de procesos de inmunoadherencia en

el Receptor del Complemento 1 (CR1).

Como el receptor de LDL tiene mayor afinidad de enlazarse con esta
lipoproteina, mas que con la HDL, dicho receptor es responsable de remover
aproximadamente 23 moléculas de LDL colesterol circulante (Brown vy
Goldstein, 1986). La opsonizacién de la LDL, VLDL o IDL colesterol por la
unién natural con anticuerpos de colesterol, resultan de la activacion del
complemento vy la unién de fragmentos de productos de las lipoproteinas (C3b).
El complejo inmune Lipoproteina - Anticuerpo Anticolesterol - C3b es tomado de
la circulacion por células que expresan el receptor C3b, afectando el

movimiento y distribucion de la LDL colesterol en el plasma. Esto es similar a Ia
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mayoria de los procesos iniciales que ocurren a través del CR1 en eritrocitos y
macréfagos, los cuales unen complejos inmunes (por inmunoadherencia) que
contienen C3b. En primates, el CR1 remueve complejos inmunes circulantes y

regulan la activacion del complemento (Birminghan, 1995).

1.3. ATEROSCLEROSIS

1.3.1. ATEROSCLEROSIS COMO ERROR EN EL METABOLISMO DE

LiPIDOS

La aterosclerosis es un fenémeno patoldgico focal caracterizado por el
engrosamiento y endurecimiento de las grandes arterias debido a la
acumulacion de lipidos, sintesis de carbohidratos, tejido fibroso y depésitos de
calcio (Badimon, J. J. Y col, 1996). El factor de riesgo mas importante en la
aterosclerosis es la hiperlipidemia, donde se observan niveles elevados de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), habiéndose demostrado que los lipidos
depositados en la lesion aterosclerética provienen mayoritariamente de las

LDL del plasma (Colomé C.y col, 1999).

Como se mencionara anteriormente, la aterosclerosis esta relacionada

directamente con los trastornos del metabolismo de las lipoproteinas (Camejo,



G. y col, 1989). Existe una teoria multifactorial del origen de la aterosclerosis, la
cual atribuye la disfuncién del endotelio tanto a la acumulacién de lipidos en las
paredes arteriales (a consecuencia de un incremento de la transudacion de
lipidos plasmaticos en la pared), como a la organizacién de fibrina por los
fibroblastos asociada con el enriquecimiento secundario de lipidos (Badimon, J.

J., 1996).

Los altos niveles de colesterol sérico implican un incremento de los
niveles de LDL circulantes los cuales son ingeridos por la célula fagocitica,
induciéndole la muerte a estas, ahora llenas de lipidos (células espumosas),
provocando la liberacion de su contenido lipidico y la formacion de un nucleo

lipidico extracelular (Badimon, J.J. y col, 1996).

1.3.2. CLASIFICACION DE LAS LESIONES ATEROSCLEROTICAS

Las lesiones ateroscleréticas se caracterizan por provocar discontinuidad
en las barreras endoteliales, lo cual facilita la entrada de monocitos circulantes y
de los lipidos plasmaticos en la pared arterial, asi como el depdsito de
plaquetas en los sitios de denudacion endotelial acompafnado de liberacion de

factores mitogénicos, factor de crecimiento derivado de plaguetas

10
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(PDGF) y la migracion y proliferacion de las células musculatura lisa vascular

(SMC) (Badimon, J. J. Y col, 1996).

Segun Stary, H.C. y cal, 1992 y Ross, R. 1999, se pueden clasificar las

lesiones ateroscleréticas de la siguiente manera:

LESION

CARACTERISTICAS

EVIDENCIAS PATOLOGICAS

CONSECUENCIAS

TEMPRA-
NA

Lesiones aterosclerdticas tien-
den a desarrollarse en bifurca-
ciones arteriales, las cuales
estan sujetas a repetidas fuer-
zas mecéanicas (Stary, HC. y
col, 1992)

Nucleos ricos en lipidos por
acumulacion de lipoproteinas
ligadas a proteinas matrices
tales como glicosaminoglicanos,
colageno y fibrinégeno (Guyton,
J.R. y col, 1993).

Endotelio intacto pero disfuncional.
Incremento de permeabilidad,
permitiendo el flujo de LDL y de
otras proteinas plasmaticas hacia
la intima (Jhonson-Tidey, R.R. y
col, 1994)

PLACAS
MADURAS

Combinacion inicial de lipidos y
de los macréfagos se acompa-
fia por la subsiguiente prolifera-
cién, migracién y activacion de
células de la musculartura lisa
vascular, seguido de la deposi-
cién de una matriz extracelular
y acumulacién de lipidos
(Davies, M.J. y col, 1993)

Plaquetas y los trombos se
encueniran frecuentemente
adheridos a las areas del
endotelio denudado pudiendo
formar parte de la lesion
ateromatosa (Fuster, V. y caol,
1992).

Estimulacion de células lisas
adyacentes

Endotelio fisica y funcionalmente
disminuido debido al ingreso de
monocitos y macréfagos (Hansson,
C.K. y col, 1993)

PLACAS
COMPLE-
JAS

Varian grandemente su
composicién y consistencia.
Formacién de capa fibrosa
delgada (Falk, E. y col, 1999)

Infiltracion de células espumo-
sas. Nucleo central de la placa
rica en lipidos. Depésitos de
cristales de colesterol en el
ateroma (componente trombogé-
nico de una placa aterosclerotica)
(Toschi, V. y col 1995).

Ruptura de la placa en el punto
débil (Stary, H.C. y col, 1992)

De esta clasificacién se puede deducir que la composicion de la placa

influye directamente en la inestabilidad de la misma, aunado a fuerzas fisicas

externas, hemodinamicas y patofisiolégicas que actian sobre el ateroma. Estas

propiedades intrinsecas dependen directamente de:
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1. Capa Fibrosa: Estd densamente infiltrada por las células espumosas

(Richardson, P. y col, 1989). Es importante destacar que al principio existe
un numero importante de células musculares lisas vasculares, las cuales
disminuyen en cantidad a medida que avanza la lesion, esto como resultado
de la apoptosis 0 muerte celular programada. (Isner, J.M. y col, 1995). Las
células T se encuentran en el Casquete fibroso de la lesion aterosclerética
su proporcién depende de la localidad de la lesién. El Linfocito T cooperador
(CD4+) induce la produccion de anticuerpos y regula la respuesta inmune

mediados celularmente (Velazquez, A.M. y col, 1993).

. Inflamacién dependiente de monocitos/macréfagos: Niveles elevados de

LDL inducen al reclutamiento de monocitos por las células endoteliales, esto
es llevado a cabo por procesos selectivos en los que intervienen moléculas
de adhesién celular, asi como sustancias quimiotacticas detectables en el

suero (Colomé y Badimon, 1998).

. Fatiga de la Capa: Ocurre una ruptura espontdnea de la lesién a

consecuencia de la accion de fuerzas continuas y normales (extension,
compresion, torsion, flexion, roce y presién) provenientes del ciclo cardiaco

normal (Badimon, J.J. y col, 1996).
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4. Trombosis Arterial: Cambios en el endotelio estimulan factores
hemostaticos, convirtiéndolo en un endotelio procoagulante, favoreciendo a

su vez el agregado plaquetario y la posterior formacién del trombo.

Los cambios tempranos inducidos por hipercolesterolemia e hipertension
parecen alterar [a permeabilidad endotelial junto con la adherencia de
leucocitos, permitiendo caracterizar a la aterosclerosis como un proceso

inflamatorio (Ross, R., 1993).

1.3.3. ATEROSCLEROSIS COMO PROCESO INFLAMATORIO

Diferentes estudios han propuesto que la formacién de estrias grasas
involucra la adhesion de monocitos de sangre periférica (Berliner, J.A y col,
1990) y la proliferacion de las células vasculares lisas (Colomé y Badimon,
1998); también sugieren que disfunciones ejercidas por las LDL infiltradas en la
intima arterial sobre las células endoteliales se deben a los peréxidos lipidicos
(Morel, D. y col, 1984). Por otra parte, las LDL incrementan la unién de
monocitos al endotelio por otros mecanismos no dependientes de la oxidacién
de las LDL (Pritchard, K. J., 1991), es decir, cambios en el metabolismo de
lipidos incrementan adhesion de células mononucleares (Colomé y Badimon,

1998).
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La aterosclerosis es considerada un proceso inflamatorio crénico, cuyos
componentes celulares se asemejan a aquellos encontrados en un proceso de
hipersensibilidad de tipo retardado (DTH), pudiendo degenerar en una
respuesta clinica aguda, tras la ruptura de la placa de ateroma, y el

desencadenamiento de eventos trombdticos (Fuster, V. y col, 1992; Ross, R.,

1999).

La actividad de esta reaccion inflamatoria favorece la inestabilidad de la
placa; varios estudios han demostrado que el incremento de marcadores
inflamatorios en sangre, predice la probabilidad de eventos isquémicos (Liuzzo,
G. y col, 1994). Del mismo modo se ha comprobado que proteinas
quimiotacticas derivadas del endotelio, tales como IL-8, y mediadoras de la
inflamacién tales como TNFa, IL-1 y Factor Estimulador de Colonia en
Macrofagos, aparecen incrementadas en lesiones aterosclerdticas tanto en

humanos como en animales experimentales (Tunén, J. y col, 2000).

El TNFa induce una respuesta vascular e inflamatoria similar a la IL-1 y
a su vez interfiere con procesos metabdlicos tales como la actividad lipolitica. El
mismo puede causar necrosis celular, formacion de nuevos vasos sanguineos y
trombosis; esto permite deducir que el TNFa puede controlar la evolucién del

ateroma no complicado a un ateroma complejo (Velazquez, A.M. y col, 1993).

14
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Seguidamente, la activaciéon de monocitos por IL-6 en un vaso
sanguineo, contribuye a la deposicién de fibrindgeno. Esta reaccién de fase
aguda esta asociada con el incremento de la viscosidad de la sangre, un fuerte
factor de riesgo para las enfermedades coronarias. La IL-6 disminuye la
actividad de la Lipoprotein Lipasa (LPL) la cual tiene una importante accion
enzimatica que favorece la fagocitosis y niveles de LPL monoméricos en
plasma, los cuales incrementan la ingesta de lipidos por parte de los

macrofagos (células espumosas) (Yudkin, J.S. y col, 2000).
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Arterial Disease Progression
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Figura 2. Progresion de la Aterosclerosis. Nétese que a raiz de la aparicion
de la estria grasa evoluciona paulatinamente hasta que colapsa la estructura,

trayendo como consecuencia la ruptura de la placa.
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1.4. LIPOPOLISACARIDOS COMO ACTIVADORES DE MACROFAGOS

El lipopolisacarido (LPS) es un complejo glicolipido que conforma el
componente mayoritario de la pared externa de las bacterias Gram negativas,
capaz de activar una gran variedad de respuestas inmunitarias, entre ellas la
mas importante es el desarrolio de la inflamacién como mecanismo de defensa
del organismo. EI LPS estimula directa o indirectamente varios tipos celulares
incluyendo las células pre-B, células B, células T, monocitos/macrofagos y
fibroblastos, resultando en mudltiples respuestas biolégicas e inmunitarias
(Chaby R y Girard R., 1993). Las potentes propiedades estimulatorias del LPS
se deben al lipido A, el dominio mas interno y altamente conservado de la

molécula (Glauser y col., 1994).

En orden al desencadenamiento de una rapida respuesta contra la
invasion de bacterias Gram negativas, los mamiferos han desarrollado
mecanismos sensibles para la deteccion de LPS. Los avances mas
significativos son el aislamiento y la caracterizacion de una proteina de unién al
lipopolisacarido (LBP), una glicoporteina plasmatica de fase aguda de 65 kD,
que es miembro de la familia de proteinas que se unen a moléculas anfipaticas
y las transportan en el microambiente acuoso (Tobias P y col., 1986; Tobias y
col, 1988; Schumann y col 1990). Dentro del espacio vascular, la LBP acelera

cataliticamente el movimiento de monémeros de LPS en la bicapa lipidica,
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residuo de lipido A (Mathison y col., 1988; Raetz y col., 1988; Rietschel y Brade,
1992). Se ha encontrado que agentes, tales como la polimixina B, es capaz de
unirse al lipido A del LPS, e inhibir virtualmente todas las respuestas de los
macréfagos dependientes de LPS, incluyendo la sintesis y secrecion de
citoquinas, generacién de actividad procoagulante y citotoxicidad tumoral

mediada por macréfagos (Chen y col 1992).

El lipido A se encuentra incrustado en la membrana externa de la célula
bacteriana y estd constituido fundamentalmente por dos glucosaminas
modificadas por fosfato (PO4) y un nimero variable de Aacidos grasos. El
polisacarido, en cambio, se proyecta hacia fuera y consta de dos partes
distintas: 1) un nucleo, conformado por un oligosacarido conectado al lipido y
2) una cadena O-especifica, la cual es mas larga y se proyecta a partir del

anterior (Ver figura 3).

La cadena O-especifica, que es la porcion mas externa del LPS, ha

resultado ser el segmento mas variable y también la parte que precisamente

evoca la reaccion inmunitaria especifica (Rietschel y Brade, 1992).
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Figura 3. La estructura quimica del LPS esta constituida por un polisacérido,
o largas cadenas de azucares, y el lipido A. El polisacarido, que varia de
una especie bacteriana a otra, consta de una cadena O-especifica (formada
por unidades repetitivas de tres a ocho azucares) y un nucleo constituido por
dos partes. El lipido A abarca dos glucosaminas modificadas por fosfato

(PO,) y un nimero variable de &cidos grasos. (Rietschel y Brade, 1992)
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particulas de lipoproteinas de alta afinidad (HDL) y un sitio de unién sobre una
segunda proteina plasmatica tanto en su forma estructural como en su forma

soluble, el CD14 (Wurfel y col., 1994: Hailman y col., 1994).

1.4.1. ESTRUCTURA DEL LPS

El LPS consiste de un polisacarido variable unido covalentemente a un
componente lipidico denominado lipido A. Aunque la porcién polisacarida del
LPS varia considerablemente, el lipido A es altamente conservado en diferentes
bacterias Gram negativas (Lynn y Golenbock, 1992).  Preparaciones
purificadas y sintéticas del lipido A tienen una potente actividad agonista del
LPS; por lo tanto, se ha descrito que la porcién del lipido A de la molécula es
responsable de la mayoria de los efectos biologicos del LPS (Morrison y Ryan,

1987; Raetz, 1990).

Las investigaciones respecto al principio toxico de las bacterias gram
negativas llevé al descubrimiento de que filtrados de cultivos, extractos de
endotoxina (proteina-LPS), LPS purificado y el lipido A, eran capaces de inducir
cambios fisiopatolégicos caracteristicos del shock séptico cuando eran
inyectados en personas voluntarias o en animales experimentales, habiéndose

descrito posteriormente, que el principio activo del LPS se encuentra en el

18



9090000090900 000000000000000000000ONKNVOGIBGORIONOGOOGONIOOROGDS

residuo de lipido A (Mathison y col., 1988; Raetz y col., 1988; Rietschel y Brade,
1992). Se ha encontrado que agentes, tales como la polimixina B, es capaz de
unirse al lipido A del LPS, e inhibir virtualmente todas las respuestas de los
macrofagos dependientes de LPS, incluyendo la sintesis y secrecion de
citoquinas, generacion de actividad procoagulante y citotoxicidad tumoral

mediada por macrofagos (Chen y col 1992).

El lipido A se encuentra incrustado en la membrana externa de la célula
bacteriana y estd constituido fundamentalmente por dos glucosaminas
modificadas por fosfato (PO4) y un numero variable de &cidos grasos. El
polisacarido, en cambio, se proyecta hacia fuera y consta de dos partes
distintas: 1) un nucleo, conformado por un oligosacarido conectado al lipido y
2) una cadena O-especifica, la cual es mas larga y se proyecta a partir del

anterior (Ver figura 3).

La cadena O-especifica, que es la porcion mas externa del LPS, ha

resultado ser el segmento mas variable y también la parte que precisamente

evoca la reaccion inmunitaria especifica (Rietschel y Brade, 1992).
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Figura 3. La estructura quimica del LPS est& constituida por un polisacérido,
0 largas cadenas de azucares, y el lipido A. El polisacarido, que varia de
una especie bacteriana a otra, consta de una cadena O-especifica (formada
por unidades repetitivas de tres a ocho azucares) y un nucleo constituido por
dos partes. El lipido A abarca dos glucosaminas modificadas por fosfato

(PQOy4) y un numero variable de &cidos grasos. (Rietschel y Brade, 1992)
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1.4.2. ESTIMULACION CELULAR INDUCIDA POR LPS

Los macréfagos llevan a cabo un importante mecanismo de defensa en
el organismo. Estas células pueden ser activadas in vitro por una variedad de
estimulos incluyendo al LPS (Mathison y col., 1988; Carswell y col., 1975). Este
ultimo estimula a los macréfagos a sintetizar y secretar citoquinas importantes,
tales como el TNF-alfa (Old, 1985; Beutler y Cemari, 1989), IL-6 (Kimura y col.,

2000) e IL-1 (Matsukawa y col., 1993).

En sangre, el LPS se une a la proteina ligadora de LPS (LBP), una
molécula circulante con alta afinidad al LPS (Tobias y col., 1986; Schumann y

col., 1990; Martin y col., 1992).

La activacion de la célula huésped inducida por LPS, es mediada en gran
extension por el CD14, un antigeno de diferenciacion expresado como una
glicoproteina de membrana (,CD14) de 55 kD, wunida a un
glicosilfosfatidilinositol en las células mieloides, o como una forma soluble
(sCD14) en suero (Ziegler y Ulevitch, 1993). Se ha descrito que el CD14 se
encuentra presente, ademas, en los neutréfilos y al unirse al complejo LPS-LBP
induce estados de adhesividad hacia células endoteliales (Worthen y col.,

1992).
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El complejo LPS-LBP derivado de micelas en circulacién, es trasladado
cataliticamente por el CD14, tanto sobre la membrana plasmatica de la célula
huésped como en el suero. El complejo LPS-LBP-,CD14 entonces, induce la

activacion celular, resultando en una respuesta inflamatoria sistémica.

Actualmente se ha descrito unos receptores llamados Toll (TLR), que
median la sefializacién celular inducida por LPS. (Ulevitch, R., 1999; Kirschning
y col., 1998). Los TLR, originalmente identificados en Drosophila, son proteinas
transmembrana tipo | (TLR1). EI TLR1 juega un papel importante en la
activacion de genes a través de la induccion del NF-kB (Baeuerle y Heukel,
1994). Yangy col., 1998 y Kirschning y col., 1998, descubrieron que el Toll tipo
2 (TLR2) es un receptor de sefalizacién que es activado por LPS en una
respuesta que depende de la LBP y es aumentado por la interaccion con el
CD14. Asi, después de la interaccion del LPS con la célula, la informacion es
transmitida a través de la membrana plasmatica via TLR2, resultando en la
activacion del NF-kB y la regulacién de genes sensibles. Sin embargo, dada la
dependencia de este mecanismo de sefalizacion de la LBP y CD14, es
improbable que estos sistemas jueguen un papel en la hiposensibilidad de
ratones C3H/HeJ. A pesar de que el CD14 y la LBP estan presentes en ratones
C3H/Hed, estas células no son activadas por el LPS. Por otra parte, se ha
reportado recientemente otro receptor Toll, el TLR4, que puede tener una

relacion directa con el locus del gen de LPS y el defecto de C3H/HeJ. Se ha
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demostrado que ratones que no expresan TLR4 en sus macréfagos, muestran
una alteracion en la capacidad de producir TNF-o. en respuesta al LPS
(Hoshino y col., 1999). Muller ha propuesto un posible mecanismo explicando
el papel de diferentes estructuras de unién al LPS (tales como LBP, CD14 y
TLR4) en macréfagos y linfocitos B. En el caso de los macréfagos, el complejo
LPS-LBP activa estas células por interaccion con los receptores CD14-TLR4

(Ver figura 4).

Ademas, otros elementos en el sistema de transduccion de sefial deben
ser considerados, incluyendo el hecho de que el LPS es rapidamente
internalizado y transportado en el aparato de Golgi. _ Posiblemente los
componentes de LPS en el citoplasma pueden reaccionar con otras moléculas,
tales como las pequefias proteinas-G de la familia Ran, las cuales estan
involucradas en el transporte nuclear. (Wright, 1999). Ran es una pequefia
proteina que se encuentra tanto en el niicleo como en el citoplasma de células
mamiferas (Moore y Blobel, 1994). Muchas funciones bioldégicas han sido
atribuidas a las Ran, la mas comun es el transporte nuclear. El transporte de
pequeinas moléculas dentro y fuera del nlcleo es activado via difusién a través
del complejo poro nuclear (NPC). Recientes descubrimientos muestran que las
Ran GTPasa también juegan un papel importante durante la mitosis (Ohba T y

col., 1999).
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CD14

Respuesta al LPS

Figura 4. Modelo propuesto para la activacion de macréfagos por LPS unido a
la LBP, mostrando la interaccion del complejo LPS-LBP con sus ligandos en la
superficie celular, CD14-TLR4. La flecha de linea sdlida indica la asociacion
entre TLR4 y NFkB; las flechas de lineas punteadas muestran eventos ya
postulados; y las flechas de lineas semisdlidas con signo de interrogacién
sugieren posibles vias de conexién Lps/Ran. Un receptor putativo de LPS, que
puede ser transmembrana o intercelular, es propuesto en una via desconocida
para la conexion del Lps/Ran independiente del CD14. El signo + significa la
alta o baja modulacion en la regulacion de la expresion de genes en respuesta

al LPS (Wong y col., 2000).
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Recientemente se ha encontrado que el c-Abl tipo | esta involucrado en
la diferenciacion y activacién de macréfagos en células B, inducidos por LPS y
que esta el c-Abl tipo | estd asociado con el Lps/Ran. (Daniel y col., 1996; Liy
col., 1998). Alternativamente, el Lps/Ran puede transportar fisicamente al c¢-
Abl tipo | dentro del nicleo, donde puede activar transcripcionalmente ciertos
grupos de genes asociados con la respuesta mediada por el LPS y en particular

etapas del ciclo celular o durante la mitosis (Wong y col., 2000).

La activacion celular por LPS, induce la liberacion de un nimero de
productos que determinan la respuesta del huésped durante una sepsis por
bacterias Gram negativas, siendo de gran importancia el TNF y la IL-6, entre

otras citoquinas pro-inflamatorias.
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1.5. FACTOR DE NECROSIS TUMORAL -alfa (TNF-o)

Los monocitos/macréfagos junto con los granulocitos sanguineos
(neutrdfilos, eosindfilos y basdfilos) representan la inmunidad no especifica.
Los macrofagos pueden ingerir y destruir microorganismos por fagocitosis o, en
un camino similar a los granulocitos, por secrecién de compuestos citotéxicos
de granulos intracelulares cuando estos encuentran microorganismos en su
microambiente local. Los macrofagos pueden actuar mas especificamente en
colaboracion con los linfocitos y citoquinas. Una reaccién de defensa del
organismo, la inflamacion, que resulta del esfuerzo cooperativo y coordinado
de esta primera linea de defensa esta dirigida a localizar y restringir la
diseminacién de la infeccion o de transformacién de células, pero cuando se
prolonga inadecuadamente o se localiza en importantes érganos vitales, puede
causar dafios morfoldgicos y funcionales, principaimente insuficiencia en los

organos y finalmente la muerte.

La linea celular de monocitos/macréfagos juega un papel central en la
produccion de citoquinas inflamatorias, siendo el producto mas abundante de
macréfagos activados la Caquetina o Factor de Necrosis Tumoral (TNF).
Inicialmente el TNF fue caracterizado como un factor capaz de producir
necrosis hemorragica del tumor (Beutler y Cerami, 1986 y 1989), ahora se cree

que el TNF es una de las principales citoquinas proinflamatorias que juegan un
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papel central en la iniciacién y regulacion de la cascada de citoquinas durante
una respuesta inflamatoria; y esta involucrado en eventos locales y sistémicos
presentes en una inflamacion. Estudios con ratones deficientes de TNF
(Marino, M. y col, 1997) han demostrado que éste ademas juega un rol en el
proceso inflamatorio, esencial limitando la extensién y duracién del mismo, y
promoviendo la reparacién y recuperacion de dafios causados por agentes
infecciosos y toxicos. Ratones deficientes de TNF han mostrado poca o
ninguna respuesta inflamatoria inicial, pudiendo desarrollar, posteriormente, una
vigorosa y desorganizada respuesta inflamatoria que lleva a la muerte. Esto
altimo indica la participacién de otros factores pro-inflamatorios en la respuesta

observada.

El TNF es una citoquina multifuncional producida principaimente por
macréfagos activados, células T, mastocitos y algunas células tumorales
epiteliales (Decker, T. y col, 1987; Turner, M. y col, 1987; Spriggs, D. y col,
1988). La amplia gama de efectos biologicos producidos por el TNF incluye
necrosis de tumores transplantados con zonas hemorraicas, aumento de la
proliferacion de células normales, citotoxicidad y respuestas inflamatorias,
inmunorreguladoras y antivirales; y un papel importante en el shock endotéxico
(Carswell, E. y col, 1975; Sugarman, B. y col, 1985; Goeddel, D., 1986: Beutler

y Cerami, 1988; Old, 1988).
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1.5.1. ESTRUCTURA PROTEICA DEL TNF-«

El TNF-o es una hormona polipeptidica no glicosilada compuesta de
subunidades de 17 kD y un punto isoeléctrico de 5.3. Cada subunidad consiste
de una estructura de hoja beta plegada arreglada no covalentemente en un
trimero compacto y estable en forma de campana (Beutler y Cerami, 1986 y
1989; Eck y Sprang, 1989). Los mondémeros estan compuestos de diez hebras,
de las cuales cinco son internas involucradas en la interacciéon del trimero y
cinco en una hoja externa. La hoja interna frente al axis del trimero es
esencialmente llana, mientras que la hoja externa es altamente curvada (Eck y
Sprang, 1989). Los monémeros estan fuertemente empacados dentro de un
complejo trimero por residuos hidrofébicos. La hormona madura contiene 157
aminoacidos, pero inicialmente, ésta es sintetizada como una pro-hormona y
contiene 76 aminoéacidos adicionales unidos al N-terminal de la molécula. Los
aminoacidos adicionales constituyen un N-terminal hidrofébico que ancla la
molécula en la superficie celular. La forma madura o secretada de la hormona
es generada por la ruptura proteolitica de la porcién transmembrana de la
molécula. Estudios sobre mutantes resistentes al procesamiento proteolitico del
TNF mostraron que la forma de unién de la membrana, parecida a la proteina
secretada, puede inducir la funcién citotéxica (Ware, C. y col, 1992; Pérez, C. y

col, 1990).

28



@ VWV N LERE R BN DR RN B R RN RE BN 3K 2K | L EARE A RA L 2E PE BE RERA RE DL A YA \‘!°\‘\P....

El TNF esta estructural y funcionalmente relacionado con la linfotoxina,
LT (Pennica, D. y col, 1984), una proteina tipicamente producida por linfocitos
activados. Es muy probable que el TNF y la LT evolucionaron de un gen
ancestral comun. A la LT se le ha designado como TNF-B y al TNF “original’
como TNF-o (Nedwin, G. y col, 1985). Es probable que muchas de las
actividades asociadas con el TNF también pueden ser compartidas por la LT,
estas dos moléculas pudieran mostrar células blanco con especificidades

diferentes y actividades especificas en la mediacion de estas funciones.

La estructura primaria del TNF-a ha sido determinada en varios
mamiferos (hombre, raton, conejo y vaca) (Goeddel y col, 1986), pudiéndose
observar variaciones en la longitud de la cadena polipeltidica. Tanto las
proteinas de raton, humana y también la de conejo, se derivan de un precursor
0 propolipéptido compuesto por 79 aminoacidos en el ratdén, 76 aminoacidos en
el hombre y 80 aminoécidos en el conejo. Se ha observado que el precursor
posee un grado de conservacion de un 86 % al compararse entre especies
diferentes,a diferencia de la hormona madura con un 79 % de homologia

interespecifica, esto sugiere que el primero pueda cumplir una funcién aparte.
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1.5.2. RECEPTORES PARA TNF-a

La unién de citoquinas a receptores especificos de la superficie celular es
el primer paso en la iniciacién de la accion de la citoquina sobre las células
blanco. La actividad biolégica del TNF-a es mediada por la union a receptores
especificos sobre la superficie de miltiples células, incluyendo
monocitos/macroéfagos, linfocitos T, neutrdfilos y células endoteliales (Vassalli,
P, 1992). Dos receptores distintos pero relacionados, una proteina de 55-60
kDa (TNF-R1 ) y otra de 75-80 kDa (TNF-R2), han sido molecularmente
clonadas y expresadas (Schall, T. y col, 1990; Gray, P. y col, 1 990). Muchas
células muestran los dos tipos de receptores de TNF simultaneamente,
usualmente con predominancia tejido-especifica de uno de estos (Brockhaus,
M. y col, 1990; Lewis, M. y col, 1991). La sintesis de los dos tipos de
receptores puede ser regulada independientemente durante la activacién o
diferenciacion celular (Thoma, B. y col, 1990; Dembic, Z. Y col, 1990). Estudios
previos sugieren que la mayoria de las respuestas celulares del TNF-o pueden
ser atribuidas a la activacion del TNF-R1, el cual inicia sefiales para
citotoxicidad, proliferacién de fibroblastos, adhesion celular del endotelio e
induccion de varios genes (Thoma, B. y col, 1990; Grell, M. y col, 1994;

Tartaglia, L. y col, 1991).
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El TNF-R2 comparte algunas actividades con el TNF-R1 y especificamente
participa en la regulacién de la proliferacion y secrecién de citoquinas en las
células T (Tartaglia, L. y col, 1991; Vandenabeele, P. y col, 1992; Tartaglia, L. y
col, 1993). Ademas, el TNF-R2 puede jugar un papel en lo que es llamado
pase de unién del TNF-a al TNF-R1, aumentando asi la sefializacion de este
ultimo (Tartaglia, L. y col, 1993). Sin embargo, la activacion del TNF-R2 puede
inducir directamente las respuestas celulares independientemente de la
estimulacion del TNF-R1 (Vandenabeele, P. y col, 1992; Tartaglia, L. y col,

1993; Grell, M. y col, 1993).

El TNF-a transmembrana es mas efectivo que el TNF-a soluble en la
activacion del TNF-R2 en varios sistemas celulares, tales como células T vy
activacion celular endotelial (Grell,M. y col, 1995). Esta sensibilidad diferencial
del TNF-R2 para las dos formas de TNF-a (soluble/transmembrana) puede
explicar parcialmente la diversidad de efectos del TNF-«; puede ademas jugar
un importante papel patofisiolégico en las respuestas inflamatorias locales,
incluyendo aquellas en la membrana sinovial reumatoide, como se sefialara

posteriormente en este trabajo.
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1.5.3. MECANISMO DE ACCION DEL TNF-o

Una vez que el TNF interacciona con su receptor en la superficie de la
célula blanco, se produce la unién de un trimero de TNF con el receptor (TNF-
R1) y luego la internalizacion del complejo. El receptor para TNF puede ser
regulado negativamente por la protein-quinasa C (PKC) y positivamente por la
protein-quinasa A2 (PKA), pudiendo ser mediada por una proteina G (G).
Como resultado de la accién de la fosfolipasa (FL), se libera acido araquidénico
(AA), siendo convertida en algunas células en prostaglandinas, protaciclinas,
etc. Una sefial es transmitida a la mitocondria (M) donde se activa el sistema
de transporte de electrones, comenzando a formarse radicales libres, los cuales
eventualmente pueden conducir a la muerte celular, ya sea por oxidacién de
enzimas, lipidos y degradacion del ADN. Otra sefial conlleva a la rapida
activacion del factor regulador de la transcripcion NF-KB. La activacién de la
transcripcion de algunos genes en el nicleo (N) dependen del NF-KB nuclear
activo. También podemos observar la induccién de proteinas protectoras, que
previenen la formacion de productos toxicos tales como la MnSOD (Fiers,

1991). Ver figura 5.
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destoxificados

Figura 5. Modelo del mecanismo de accién del TNF (Fiers, 1991)
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1.5.4. EL PAPEL DEL TNF-o EN MODELOS DE ARTRITIS

El TNF-a como citoquina pro-inflamatoria juega un papel importante en la
patogenesis de la inflamacion cronica en enfermedades articulares (Maini, R. y

col, 1993).

La actividad artritogénica del TNF-a y sus receptores estan bien
documentados en modelos animales experimentales con artritis y en ratones
transgénicos (Cooper, W. y col, 1991). Datos experimentales sugieren que el
TNF-a ocupa una posicién dominante dentro de la jerarquia de citoquinas y es,
por lo tanto, un blanco primario de inmunoterapia selectiva en artritis (Elliott, M.
y col, 1993). La administracién de un anticuerpo monoclonal (MoAbs) anti-TNF-
o humano y una proteina de fusion anti-TNF-a (p75)-Fc ha mostrado ser
efectiva en modelos animales de artritis y artritis reumatoide (Williams R y col.,
1992; Moreland L. y col.,, 1997). Bajo estas circunstancias se ha encontrado
que el nimero de células positivas para el TNF-a es mucho mayor que el
nimero de células para los TNF-R y que el TNF-a es expresado

preferentemente en la vecindad de estos receptores (Aisalameh S y col., 1999).
Estudios previos han revelado que una fuerte expresion del TNF-o
inducido por estimulo artritogénico en la regién de los nédulos linfoides pueden

también ser importante para la induccion de artritis (Mussener, A. y col, 1995).
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Ademas, los niveles de TNF-a en el fluido sinovial de pacientes con artritis
estan correlacionados con el grado de destruccion del hueso y la articulacion

inflamada (Neidel, J. y col, 1995).

Pacientes con artritis desarrollan sinovitis con erosién del cartilago y
hueso, asociado con inflamacion e hiperplasia de la membrana sinovial,
procesos eventualmente importantes en la destruccion del las estructuras
articulares. La cascada inflamatoria es modulada por muiltiples citoquinas y
factores de crecimiento secretados por infiltracién de células inmunes, tales
como monocitos/macréfagos, neutrdfilos, linfocitos y otras células (Alsalameh,
S. y col, 1999). En particular, el rol principal del TNF-a en el sitio de inﬂa.macién
en la artritis ha sido claramente demostrado (Maini, R. y col, 1993; Elliott, M. y
col, 1993). La presencia de un nimero substancial de células positivas de
TNF-R, ademas de la expresion del TNF-o. y TNF-R vecinos a la membrana
sinovial, sugiere que el TNF-a producido localmente (bien soluble o de
membrana) puede estimular efectivamente diferentes tipos de células,
incluyendo macrofagos, en la misma area. Esto resulta en una secrecion
amplificada de citoquinas y mediadores pro-inflamatorios por las células
estimuladas, lo cual explica el potente efecto pro-inflamatorio del TNF-o en la
articulacion con artritis. Investigaciones previas in vitro han mostrado que el
TNF-a sobreregula la expresion del TNF-R sobre diferentes tipos celulares,

incluyendo la linea celular epitelial humana, fibroblastos, linfocitos y condrocitos.
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Esto también es aplicable en una situacién de artritis in vivo, en la cual la
expresion del TNF-R puede ser sobreregulado por el TNF-a, proporcionando
las bases para la activacién aumentada de células sinoviales y células del
cartilago vecino. En suma, la presencia de un alto porcentaje de células
transportadoras de los receptores Ry y R, puede representar un blanco local
sistémicamente disponible para el TNF-a (Mussener A. y col., 1995; Tetta c.

1990).

1.6. INTERLEUQUINA-6 (IL-6)

La IL-6 es una citoquina con actividades pleiotropicas que juega un papel
central en la defensa del organismo. La IL-6 puede inducir e inhibir el
crecimiento celular y estimular actividades de diferenciacién, dependiendo de la
célula sobre la cual actie. Estas actividades incluyen: 1) diferenciacién terminal
(secrecion de inmunoglobulinas) en células B, 2) promocion del crecimiento en
varias células B (células de mieloma/plasmacitoma/hibridoma), 3) sostener la
formacién de colonias multipotenciales por células hematopoyéticas, 4)
activacion de la respuesta hepatica de fase aguda, 5) diferenciacion ylo
activacion de células T y macrofagos, y 6) diferenciaciéon neural. En estudios
previos esta molécula fue descrita con varias designaciones tales como factor

estimulador de células B-2 (BSF-2), interferén-B, (IFN-B.), factor de crecimiento
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de hibridoma (HGF) y factor de estimulacién de hepatocitos (HSF). El nombre
de IL-6 fue propuesto porque las secuencias de nucledtidos de todas estas
proteinas eran idénticas. La IL-6 ha sido implicada en la patologia de muchas
enfermedades incluyendo mieloma multiple, glomerulonefritis proliferativa
mesangial, artritis reumatoide y sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA). La inhibicion selectiva de la sintesis o de la accién de la IL-6 puede
tener beneficios terapéuticos contra enfermedades asociadas a la IL-6. Por otro
lado, la IL-6 tiene una potente actividad antitumoral contra ciertos tipos de
tumores. La aplicacién de IL-6 en tratamientos de cancer es prometedor,
ademas en el tratamiento de radiacién o quimioterapia-mielosupresion inducida

(Shizuo y col., 1993).

1.6.1. ESTRUCTURA Y EXPRESION DE LA IL-6

La IL-6 es una glicoproteina con una masa molecular en el rango de 20 a
30 kD, dependiendo de la fuente celular y de la preparacién. La heterogeneidad
del peso molecular de la IL-6 resulta de las modificaciones post-traslacionales
en Ny O unido por glicosilacion y fosforilacion (May y col, 1988); sin embargo,
estas diferencias en el tamafio molecular no parecen jugar un papel importante

en las actividades bioldgicas de la IL-6.
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La IL-6 humana (Hirano y col, 1986) consiste de 212 animoacidos
incluyendo 28 aminoéacidos péptido sefial, mientras que en ratones (Van Snick y
col, 1988) y ratas (Northemann y col, 1989) la IL-6 consta de 211 aminoacidos
con unos 24 aminoacidos secuencia sefial. Comparaciones de la secuencia del
cDNA de IL-6 de ratén con la de la IL-6 humana muestra una homologia de
65% de DNA y 42% de aminodcidos, aunque en muridos y ratas las secuencias
de proteinas son idénticas en un 93%. A pesar de la baja homologia de
aminoacidos entre la IL-6 humana y la de muridos, el mecanismo de la IL-6
humana sobre células de muridos tienen la misma actividad biolégica que la IL-

6 de ratén, pero no viceversa.

De manera similar, cuatro cisteinas son también la base en el factor estimulador
de colonias de granulocitos (G-CSF), al igual que en el factor de crecimiento de
melanocitos (MGF) en pollos, sugiriendo una relacion evolutiva entre estas
moléculas (Leutz y col, 1989).

La IL-6 es pronosticada como una estructura terciaria comdn de cuatro
hélices o (A, B, C y D) y tres enlaces: dos largos (A-B y C-D) y uno corto (B-C).
La relacién evolutiva entre G-CSF y la IL-6 esta cimentada por un patrén comdn
de exones e intrones en sus genes respectivos. Otras citoquinas incluyendo G-
CSF, MGF, prolactina (PRL) y eritropoyetina (EPO) adoptan una topologia
similar de enlace y de plegamiento de hélice. La regién de gran similitud entre

estas moléculas es la C-terminal (hélice D) del alineamiento de las cadenas de
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proteinas. Estudios de mutagénesis, delecién y neutralizacién con anticuerpos
anti-PRL, EPO, IL-6 y G-CSF sugieren que la superficie de la predicha hélice D
es el receptor primario de la estructura de unién (Ver figura 6). Residuos
importantes para la interaccién con el IL-6Ra son localizados en las hélices A y

D y en el enlace entre las hélices A y B (Ehlers y col, 1994; Brakenhoff y col,

1994).

1.6.2. RECEPTORES PARA IL-6 (IL-6R)

El IL-6R humano (IL-6Rh) consiste de una regién extracelular de 339
aminoacidos, una regién intramembrana de 28 amino4cidos y una region
citoplasmatica de 82 aminoacidos. El IL-6Rh, asi como el de ratén y su
homdlogo en ratas clonados por hibridacién cruzada, tiene un dominio de
aproximadamente 90 aminoacidos en la porcion amino-terminal de la region
extracelular, lo cual cumple con el criterio para el grupo constante 2 (C2) de la
familia de supergenes de inmunoglobulinas (Yamasaki y col., 1988; Sugita y
col., 1990; Baumann y col., 1990). El resto de la regién extracelular del IL-6R
tiene una parte estructural similar a la de varios receptores clonados
subsecuentemente, especificamente citoquinas hematopoyéticas (Bazan,
1990). Este hallazgo tiene definida una familia de receptores de citoquinas

hematopoyéticas incluyendo a IL-2R, IL-3R, IL-4R, IL-5R, IL-6R, IL-7R, IL-9R,
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Figura 6. Versién simple de la posible estructura terciaria de la IL-6. Muestra
las cuatro hélices o (A, B, C y D) con sus respectivos enlaces y una pequefia
hélice-a. en el enlace A-B. Las a indican las regiones importantes para la
interaccion con el IL-6Ra. B 1-3 indican las regiones importantes para la

interaccion con el gp 130(cadena-o. dependiente) (Brakenhoff y col, 1995)
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entre otros (Bazan, 1990; Taga y Kishimoto, 1992). En esta regidon extracelular

se conserva la capacidad de union de la IL-6.

La region citoplasmatica del IL-6R es relativamente corta y sin dominio
catalitico evidente. La delecion de esta regidn no afecta la actividad de la IL-6.
Esto ha sugerido la existencia de un componente que esta asociado con el IL-
6R y es responsable de la sefial de transduccién. Tal molécula, ahora llamada
gp 130 por ser una glicoprotina de 130 kD, ha sido descubierta por

inmunoprecipitacion de la proteina del IL-6R (Taga y col., 1989).

La gp 130 consiste de una region extracelular de 597 aminoacidos, una
regién intramembrana de 22 aminodcidos y una regién citoplasmaética de 277
aminoacidos (Hibi y col., 1990). Se ha demostrado que a pesar de la falta de la
propiedad de unién a la IL-6, la gp 130 esta involucrada en la formacién de
sitios de unién de alta afinidad y es critico para la sefial de transduccién de la
IL-6 (Hibi y col., 1990; Taga y Kishimoto, 1992): 1) El cDNA expresado del IL-
6R presenta una propiedad de unién a la IL-6 sélo de baja afinidad, pero la
coexpresion del IL-6R con la gp 130 confiere, a la vez, sitios de unién de alta y
baja afinidad. 2) El anticuerpo monoclonal anti-gp 130 bloquea la formacion de
sitios de unién a la IL-6 de alta afinidad, pero no de baja afinidad; y tambien
inhibe las respuestas biologicas de la IL-6 inducida. 3) El complejo IL-6/IL-6R

induce la sintesis de DNA en la expresion de células transfectadas con gp 130,
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pero no en la linea celular pro-B parental. En conclusién, el complejo del IL-6R
comprende dos proteinas de membrana funcionalmente diferentes: una cadena
de unidn al ligando (del IL-6R de 80 Kd) y una cadena de sefial de transduccion
(gp 130). Cuando el IL-6R es ocupado por la IL-6, sus dos cadenas asociadas

extracelularmente forman un receptor funcional de alta afinidad.

1.6.3. INDUCCION Y PRODUCCION

La IL-6 es producida por muchos tipos de células incluyendo
monocitos/macréfagos, fibroblastos, queratinocitos, células endoteliales, células
de musculatura lisa, células T, células B, granulocitos, mastocitos y ciertos
tumores. La produccién constitutiva de IL-6 es reportada en un nimero de
lineas celulares tumorales tales como mixoma cardiaca, carcinoma cervical,
carcinoma renal y carcinoma de células de la vejiga. Con excepcion de células
tumorales que producen IL-6 constitutivamente, las células normales no
producen IL-6 a menos que sean estimuladas apropiadamente. La produccion
de IL-6 es regulada positiva y negativamente por una variedad de estimulos.
Tal regulacion positiva y negativa de la produccién de esta citoquina varia
dependiendo del tipo de célula. El LPS aumenta la produccion de IL-6 en
monocitos y fibroblastos (Helfgott col, 1987). Varios virus inducen la produccion

de IL-6 en fibroblastos (Sehgal y col, 1988). Una variedad de factores
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peptidicos, tales como IL-1, TNF y PDGF aumentan la produccién de IL-6 en
fibroblastos y ciertas lineas celulares tumorales (Kohase y col, 1986; Walther y
col, 1988; Van Damme y col, 1987). El Interferon-y (IFN-y) induce la
produccion de IL-6 por macréfagos y células endoteliales (Leeuwenberg y col,
1990; Sanceau y col, 1989). La IL-6 no induce a la IL-1 o0 al TNF. Mejor dicho,
suprime la produccién de IL-1 y TNF inducidos por endotoxinas (Aderka y col,
1989;Schindler y col, 1990). Ademas, en ciertas condiciones la IL-6 es capaz
de inducir su propia produccion (Shabo y col, 1989; Miyaura y col, 1989). La IL-
4 es un potente inductor de la produccién de IL-6 en células B normales,
queratinocitos, células endoteliales (Smeland y col, 1989; Howells y col, 1991;
Colotta y col, 1991), mientras que la IL-4 inhibe la produccion de IL-6 en
monocitos, fibroblastos y sinoviocitos (Te Velde y col, 1990; Gibbons y col,
1990; Cheung y col, 1990; Lee y col, 1990; Miossec y col, 1992). El factor
transformador de crecimiento B (TGFB) regula disminuyendo la produccion de
IL-6 por monocitos humanos (Musso y col, 1990), pero aumenta la produccién
de IL-6 por las células epiteliales intestinales (McGee y col, 1992). La IL-10
inhibe la produccién de IL-6 por los macréfagos (Fiorentino y col, 1991: De Waal
Malefyt col, 1991). Entonces, las multiples interacciones entre citoquinas (red
de citoquinas) regulan la produccién de IL-6 y otras citoquinas. Segundos
mensajeros agonistas tales como diacilglicerol, forbol éster e ionéforos de calcio
A-23187, también estimulan la expresion de IL-6 (Sehgal y col, 1987; Zhang y

col, 1988).
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Al menos dos vias de sefial son involucradas en la induccion de IL-6 por
la IL-1 o por el TNF, uno requiere la activacion de la proteina-quinasa C (PKC)

(Sehgal y col, 1987) y otros involucran la adelinato ciclasa (Zhang y col, 1988).

La produccion de IL-6 puede ser superinducida por tratamiento con
ciclohexamida, sugiriendo que la regulacién de la produccion de estas
citoquinas es de acuerdo al control de proteinas represoras labiles. La
dexametasona y otros glucocorticoides pueden suprimir marcadamente la

produccion de IL-6 (Helfgott y col, 1987).

1.6.4 MECANISMO DE ACCION DE LA IL-6

La IL-6 ejerce su actividad a través del desencadenamiento de un
receptor transmembrana presente en todas las células blanco. Actualmente
sblo se sabe que el paso especifico en la cascada de sefializacion de la IL-6 es
la unién de la IL-6 a una cadena-o de baja afinidad de 80 kD (CD126). ElI
complejo de IL-6 y la cadena-a posteriormente se unen con alta afinidad a la
cadena-B (no especifica), gp 130. Ambas cadenas pertenecen a la familia clase
| de la superfamilia de receptores de citoquinas (Bazan, J. y col, 1990). La

asociacién del complejo IL-6/cadena-o. dirige la homodimerizacién vy



fosforilacion de la tirosina de la gp 130 y la sefial de transduccion (Murakami,
M., 1993). La estequiometria de la actividad del complejo receptor no esta
enteramente clara. Estudios previos sugieren que la formacién del complejo
activo receptor de IL-6 puede consistir de dos moléculas de cada IL-6, cadena-

a y cadena-f (Ward, L.y col., 1994). Ver figura 7.

La activacion de la gp 130 por IL-6 resulta en la activacién de varios
caminos de sefial-transduccién, lo cual puede ademas ser desencadenado por

otras citoquinas (Kishimoto, T y col., 1992; Hirano, T. y col., 1994)

1.6.5. PAPEL DE LA IL-6 EN LA ARTRITIS

Pacientes con artritis caracteristicamente muestran plasmacitosis
policlonal, presencia de autoanticuerpos e incremento en proteinas de fase
aguda y plaquetas en el liquido sinovial. Estos sintomas pueden ser explicados
por la sobreproduccién de IL-6.  En realidad, niveles elevados de IL-6 pueden
ser detectados en el fluido sinovial de articulaciones afectadas y suero de
pacientes con artritis activa (Hirano y col, 1988; Houssiau y col, 1988; Bhardwaj
y col, 1989; Guerne y col, 1989). Existen también correlaciones significativas
entre la concentracion de IL-6 e IgG sinovial, asi como entre la actividad de la

IL-6 en suero y los niveles de una variedad de proteinas de fase aguda tal como
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la CRP (Houssiau y col, 1988; Hermann y col, 1989). Células T, células B,
sinoviocitos y condrocitos, han sido identificados como fuentes de IL-6. Otras
citoquinas, como IL-1 y TNF, las cuales estan también presentes en el fluido
sinovial, son potentes inductores de IL-6. La IL-6 puede contribuir a la
proliferacion celular en la cubierta sinovial, lo cual resulta en un marcado
acumulo de tejido inflamatorio (pannus) en la articulacion de pacientes con
artritis (Firestein y col, 1990). Citoquinas inflamatorias y la red de otras

interacciones pueden, por lo tanto, estar involucradas en la artritis.

Entre los modelos experimentales tenemos: a) la artritis inducida por
colageno tipo I, la cual conlleva a la produccion de auto-anticuerpos que
posteriormente afectaran irreversiblemente el cartilago sinovial (Takai y col,
1989 y b) la artritis inducida por LPS, la cual promueve una activacién de tipo
agudo, con componentes inflamatorios que causan el dafio local (Matsukawa y

col., 1993)



Figura 7. Modelos de la interaccién del receptor de IL-6. La IL-6 se une a una
cadena-a de baja afinidad (CD126) y posteriormente este complejo se une con

alta afinidad a la cadena-8 (gp 130)
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la influencia de la hipercolesterolemia sobre la induccién con

lipopolisacarido (E.coli 0127:B8) de la artritis experimental en conejos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinacién de los niveles de colesterol sérico en conejos sometidos a:
a) dieta suplementada con 0,5 % de colesterol disuelto en alcohol etilico
libre de impurezas (conejos hipercolesterolémicos); b) dieta control (conejos

normales).

2. Determinacion del nimero de células blancas totales en el liquido sinovial de

conejos sometidos a los dos tipos de dieta.
3. Evaluacion de los niveles de TNF en el liquido sinovial de conejos
alimentados con la dieta hipercolesterolémica en comparacién con los

controles.

4. Evaluacion de los niveles de IL-6 en el liquido sinovial de conejos

hipercolesterolémicos y controles.
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5. Determinar las correlaciones entre los resultados obtenidos, los niveles de

colesterol y el desarrollo de lesiones ateroscleréticas.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. ANIMALES

Se utilizaron conejos de la raza Nueva Zelandia, machos, con un peso de
3.0 Kg, los cuales se obtuvieron del Bioterio Central del IVIC. Se mantuvieron
en jaulas metalicas a temperatura ambiente y luz controlada. La comida y el

agua se les permitié “ad libitum”.

3.2. DIETAS

Los animales se alimentaron con conejarina (Alimentos Protinal C.A_,
Valencia, Edo. Carabobo) por un periodo inicial de una semana con el fin de
lograr condiciones uniformes, constituyendo ésta la dieta basal durante el
tiempo de observacion. Posteriormente se separaron en dos grupos con las

siguientes dietas:

a) Dieta rica en colesterol: consistié6 en conejarina a la que se le adicion6
colesterol (Lote 81HO793 Sigma. S-Cholesten-3/3-ol Equivalent to USP/NF

Approx 95% by 6C CxH4O C-8503 St Louis, MO-USA) 0.5 % p/p. El
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colesterol se disolvié en alcohol etilico libre de impurezas (Planta de Plasma
y derivados sanguineos, C.A.), apto para el consumo humano, a 60 °C, en
una proporcion de 1 gr colesterol/50 cc de etanol siendo luego mezclado con
la conejarina de forma homogénea. Posteriormente, con el objeto de lograr
la evaporacién total del etanol, se colocd la mezcla a 120 °C durante 2
horas. La presencia de etanol se cuantificd con un kit enzimatico para

determinacién de alcohol comercial (Sigma diagnostics, St. Louis, MO-USA)

b) Dieta control: Esta consistié en la conejarina, sin colesterol.

Los conejos fueron alimentados con las distintas dietas durante un
periodo experimental de 8 semanas, lapso en el cual se realizaron las distintas

experiencias.

3.3. ENSAYO DE ETANOL

Se demostrd la ausencia de etanol residual en la dieta experimental
mediante un método enzimatico colorimétrico que permite la deteccion de la
presencia de alcohol, gracias a la reduccion de NAD" por la alcohol
deshidrogenasa (Sigma Diagnostic, St Louis, MO-USA). De esta forma, 1

gramo de la dieta se suspendié en 10 ml de agua destilada y luego de 2 horas
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de rotacién constante se dejo reposar durante 5 minutos, se tomé el
sobrenadante y se centrifugd a 2000 g durante 5 minutos (Centrifuga MSD,
modelo Coolspin PL-352). De acuerdo con las instrucciones del fabricante, se
tomaron 10 pl y se le agregaron 3 ml de la solucién reactiva al alcohol,
realizandose lo mismo para el blanco, en cuyo caso se utilizaron 10 ul de agua
desionizada. Se mezclé por inversion y se incubd durante 5 minutos a 37 °C.
Finalmente se leyo la absorbancia a 340 nm y se determiné la concentracién de
alcohol mediante el producto de un factor constante (223) y la diferencia de

absorbancias entra la muestra y el blanco, distribuidos de la siguiente forma:

Tubo 1: 10 ul de dieta experimental (muestra)
Tubo 2: 10 ul de H20 desionizada (blanco)

Tubo 3: 10 pl de solucion estandar (estandar)

El calculo de la concentracion de etanol se hizo de la siguiente forma:

Concentracién de alcohol = (T4 - T2)223 mg/di

Concentracion de alcohol = (T3 - T2 )223 mg/dl

Se considera el ensayo como etanol negativo cuando la concentracion de

etanol en la muestra de la dieta experimental es menor o igual a 10 mg/dl.
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3.4. OBTENCION DE SUERO

La sangre obtenida de la arteria central de la oreja de los conejos, se
coloco en tubos de ensayo, los cuales se incubaron a temperatura ambiente por
2 horas para permitir la formacién y retraccién del coagulo. Luego se
centrifugaron las muestras a 2500 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente, se colectaron los sueros y se guardaron a 4 °C para la
determinacion de los niveles de colesterol, o de los niveles de citoquinas (TNF e

IL-6).

3.5. DETERMINACION DE NIVELES DE COLESTEROL SERICO

La concentracion de colesterol sérico fue determinada por un ensayo
colorimétrico mediante la técnica reportada por Bowman y Wolf (1962),
haciéndose una reduccién de las proporciones en 2,5 veces con respecto al

método original. El procedimiento fue el siguiente:

Muestras de 20 ul de suero de conejo fueron colocadas en tubos cénicos
de centrifuga de 15 ml (corning), por duplicado. Se agregé 1 ml de etanol
absoluto (Merck, Darmstadt, Alemania Occidental) a la vez que se agitaba en

un vortex (Fisher Genie 2) durante 12 segundos aproximadamente y se
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centrifugd a 650 g durante 5 minutos en una centrifuga MSD, modelo Coolspin
PM-352, con el fin de separar la capa etandlica del precipitado de proteinas.
Seguidamente se tomaron 500 pl del extracto etanélico y se colocaron en tubos
plasticos a los cuales se les afiadié cuidadosamente, dejando caer por las
paredes, 500 ul del reactivo de color (8 mi de una solucién 2,5% de cloruro
férrico, FeCls (Merck, Darmstadt), en acido fosférico al 87%, H3POs (Merck,
Darmstadt), completando hasta 100 ml con acido sulfirico concentrado, H2SO«
(Merck, Darmstadt). Seguidamente se mezclo el contenido de los tubos por 12
segundos aproximadamente y se dejé enfriar la mezcla por 20 minutos,
después de lo cual se leyd la absorbancia de las muestras a 550 nm en un
espectrofotdometro (Spectronic 21 D L&B). En cada determinacion se incluyeron
patrones de colesterol de 5, 10 y 20 ug/ml, preparados a partir de una solucién
madre de colesterol (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO) de 1 mg/ml en etanol
absoluto. También se incluyé un blanco que consistié en 500 yl de etanol

absoluto mas 500 pl de reactivo de color.

El calculo de la concentracién de colesterol se realizé utilizando la

siguiente formula:

As x 10

mg colesterol/100 ml de suero = _
AstxSx25
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Donde:
As = absorbancia de la muestra
Ast = absorbancia promedio del patrén de colesterol de 20 pg/mi
S = ml de la muestra de suero sometida a extraccion etandlica
10 = factor de conversién a mg/100 ml

2,5 = normalizacion de la férmula de Bowman y Wolf a los valores reales.

3.6. INDUCCION DE ARTRITIS

Se realizé por la inyeccion local de 10 ng de LPS de la cepa 0127:B8 de
E. coli contenidos en un volumen de 500 pl en una de las rodillas del conejo y
en la rodilla contralateral se inyecté solucién salina al 0,89 % libre de pirégeno
como control. Luego se extrajo liquido sinovial por lavado de la cavidad

mediante la inyeccién de 1 mi de solucién salina al 0,89 % a los 30 minutos, 2

horas, 6 horas y 24 horas.
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3.7 CONTAJE Y CARACTERIZACION DEL INFILTRADO CELULAR EN LA

CAVIDAD SINOVIAL

El contaje de las células inflamatorias infiltradas se realizé con la
utilizacién del reactivo de Turk para coloracion de glébulos blancos (3 cc acido
acetico, 1 cc solucion de violeta genciana, agua destilada csp 100 cc), en una
dilucion 1:20. Se colocaron 95 pl del colorante de Turk en tubos de vidrio de 6
ml y luego se le anadi6 5 ul de muestra. Seguidamente se tomé una pequefia
muestra de la dilucién se colocé en una camara de Neubauer y se observé al
microscopio para contar el nimero de células. Al finalizar el contaje, se
centrifugaron las muestras a 650 g en una centrifuga (Marathon Fisher

Scientific. 13K/M) durante 2 minutos. Las muestras se congelaron a — 70 °C

3.8. EXTRACCION DE LA ARTERIA AORTA TORAXICA Y COLORACION

Se procedi6 a extraer la arteria aorta toréxica con el fin de determinar la
presencia de placas ateromatosas. Se determiné el area de lesion total en las
aortas provenientes de los distintos grupos de animales mediante el método de
planimetria por pesada, el cual consiste en la tincion de las aortas mediante una
solucién que contiene sudan black B (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO-USA)

al 0,2 % viv. en etanol (CH3CH,OH, Merck, Darmstadt) al 60 % v/v y 125
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ul/100cc de una solucién de hidréxido de sodio (NaOH, Merck, Darmstadt) 10

M, durante 40 minutos (Moldovan, N. y col., 1994).

Luego se decoloraron con etanol al 60% en tres pasos sucesivos: 1 hora,
2 horas y 12 horas. De esta forma se logra un contraste nitido del area
cubierta de lesiones ateroscleréticas (color azul negruzco) del area sin
alteraciones macroscopicas (color gris). Posteriormente se colocaron sobre
placas de pléstico traslicidas, exponiéndose la cara luminal y se tomaron
fotografias en blanco y negro. A partir de los negativos se realizaron
diapositivas que, proyectadas luego sobre papel blanco traslicido de
consistencia homogénea, en una ampliaciéon de 9-13 veces el tamafio original,
pudieron ser colocadas con el mayor grado de fidelidad posible en cuanto a la

reproduccion de las areas lesionadas.

Seguidamente se pesaron las plantillas completas en una balanza: se

retocaron las areas lesionadas, se pesaron y se estableci6 la proporcién entre

ambas, expresandose luego en términos de porcentaje del area lesionada.
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3.9. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CITOQUINAS:

3.9.1. FACTOR DE NECROSIS TUMORAL (TNF)

Los niveles de TNF se midieron por un bioensayo con la utilizaciéon de
la linea celular WEHI 164 - clon 13 sensible a TNF, tratada con 1 pg/ml de
actinomicina D (Sigma, Chemical Co. St. Louis, MO). El ensayo se realizo
segun el protocolo de Espevik, T. y Nissen-Meyer, J. (1986) con ciertas
modificaciones (Meager y col., 1989). Cultivos semiconfluentes de las células
WEHI 164 clon 13 mantenidas en RPMI 1640 suplementado con 10% suero
fetal bovino (Flow Lab., Inc), 1 mM L-glutamina (Gibco) y 50 U/mli
penicilina/estreptomicina (Gibco), fueron lavados con buffer fosfato salino (PBS)
pH 7,4, conteniendo 0,05% EDTA (Sigma, Chemical Co. St. Louis, MQO) con el
fin de despegar las células, golpeando suavemente el frasco de cultivo contra la
palma de la mano y posteriormente con pipeteo de 5 ml de medio de cultivo. Se
resuspendieron en medio fresco y se sembraron en platos de 96 pozos (Falcon)

a una concentracién de 2.10* células/pozo y un volumen final de 100 ul/pozo.
Luego de 24 horas, el medio fue cambiado por medio fresco conteniendo

actinomicina-D (1 pg/ml; Sigma Chemical Co). Al cabo de tres horas en cultivo,

se retird el medio con actinomicina-D y se colocaron las muestras diluidas en un
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volumen final de 100 pl/pozo de medio fresco, los platos fueron incubados
durante 18 horas aproximadamente (5% CO,, 37 °C). Luego de la evaluacién
en el microscopio invertido (Zeiss), se afiadieron 25 ul/pozo de una solucion de
MTS 2 mg/ml (Promega. Cell Titer 96 ®) en PMS 1 mg/ml (phenazine
methosulfate) a una concentracién de 20 mg/ml en una relacion 20:1. Se
incubd durante tres horas (5% CO,, 37 °C) y, transcurrido el tiempo, los platos
fueron leidos en un lector para microplacas (Bio-Tek instruments, modelo EL-

312 e), a una longitud de onda de 490 nm.

El fundamento tedrico de este método consiste en que el TNF produce
danos irreversibles en las células que la conducen a su muerte. Las células
vivas remanentes son detectadas por el metabolismo del MTS, el cual es
reducido por estas células a formazan acuoso que se disuelve directamente en
el medio de cultivo. La conversion de MTS en cristales de formazéan esta
mediada por enzimas deshidrogenasas provenientes de la actividad metabdélica
celular. La cantidad de producto de formazan medida a 490 nm es

directamente proporcional al nimero de células vivas remanentes.

Los resultados del ensayo fueron expresados en picogramos por mi
(pg/ml) de TNF, definiendo una unidad como la cantidad de TNF que provoca la
lisis del 50% de las células blanco. Cada ensayo incluyd un estandar de TNF-

alfa recombinante humano (thTNF-alfa, actividad especifica de 4,03.107 U/mg.
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Genentech, South San Francisco, CA) y un control positivo donde las células
fueron sometidas a lisis con un agente quimico, SDS (Sigma) al 0,5%, con la
finalidad de provocar un 100% de muerte celular. Los controles negativos
consisten en pozos en los cuales las células permanecen sin ningln tratamiento

durante el ensayo. Dichos controles fueron incluidos en cada plato de cultivo.

Todos los procedimientos que requirieron condiciones de esterilidad

fueron realizados en campana de flujo laminar.

3.9.2. INTERLEUQUINA-6 (IL-6)

Se determiné por un bioensayo con utilizacién de la linea celular B9
dependiente de IL-6 (Aarden, L.A. y col., 1987). Se sembraron 5000 cel/pozo
en placas de cultivo de 96 pozos (Falcon) en un volumen de 50 ul de medio de
cultivo RPMI 1640 mas 10% SFB, 1% Ab y 1%Gin sin el factor de crecimiento,
se les afnadieron 50 pl de muestra y se incubaron a 37 °C durante 48-72 horas.
Después de la incubacion se afiadieron 25 pl/pozo de una solucién de MTS
2mg/ml (Promega. Cell Titer 96 ®) mas PMS 1 mg/ml (phenazine methosulfate)

a una concentracién de 20 mg/ml en una relacion 20:1. Se incubd durante 5

‘ horas (5% CO,, 37 °C) y, transcurrido el tiempo, los platos fueron leidos en un
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lector para microplacas (Bio-Tek instruments, modelo EL-312 e), a una longitud

de onda de 490 nm.

Cada ensayo incluyé un estandar de IL-6 recombinante humano (IL-6rh, con
una actividad especifica de 4x10” U/mg. Gemzyme) y un control positivo
consistente de células en medio RPMI 1640 mas 10% SFB, 1% Ab, 1%GIn y
1% sobrenadante rico en IL-6. Los controles negativos consisten en pozos en
los cuales se incluyeron las células en medio de cultivo sin presencia de IL-6.

Dichos controles fueron incluidos en cada plato de cultivo.

Todos los procedimientos que requirieron condiciones de esterilidad

fueron realizados en campana de flujo laminar.

3.10. OBTENCION DE MEDIO ENRIQUECIDO EN IL-6

Para la obtencion de medio enriquecido en IL-6 necesario para el
mantenimiento de la linea celular B9, se hicieron crecer las células de la linea
P388 en frascos de 75 cm® y luego se pasaron a frascos de 150 cm® hasta
formar una monocapa cerrada. Seguidamente se extrajo el medio de cultivo
odmpleto y se colocé RPMI solo. El cultivo se mantuvo en estas condiciones

criticas por 5 dias (hasta que las células se despegaran); se tomé el
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sobrenadante y se centrifugé a 2000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente

se dividié en alicuotas y se congel6 a —4°C.

3.11. ANALISIS ESTADISTICOS

El analisis de la significancia estadistica fue realizado por el método No
Paramétrico de Mann-Whitney. Los resultados fueron expresados como la
mediana de la muestra, incluyendo percentiles 10, 25, 75 y 90. En algunos

casos los resultados aparecen expresados como la media+SE.
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RESULTADOS

4.1 NIVELES DE COLESTEROL SERICO

En la figura 8 se muestran los niveles de colesterol sérico determinados,
por el metodo antes descrito, a las 0, 2, 4 y 8 semanas de dieta experimental y
previa a la administracion local de 10 ng de LPS en la cavidad sinovial a los
dos grupos de conejos (CH y CN). Los datos se representan como la

mediatSEM en mg de colesterol/dl de suero.

Se puede observar el claro incremento de los niveles de colesterol sérico
en los conejos alimentados con la dieta rica en colesterol (57.557+6.78, n=12;
516.181183.06, n=11; 1468.857+82.29, n=7; 1148.988+76.70, n=9 mg/dl) a las
0, 2, 4 y 8 semanas de dieta experimental respectivamente, alcanzando valores
maximos a las cuatro semanas (1468.857+82.29 mg/dl). Estos valores
mostraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.0005) con respecto a
los obtenidos a partir de los CN (50.183+5.93, n=10; 74.25+12.18, n=8;

81.142+9.44, n=7; 90.311+13.14, n=7 mg/dl).
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Figura 8. Incremento de los niveles de colesterol sérico a las 0, 2, 4 y 8
semanas de dieta experimental previa la administracion local de 10 ng de LPS
en la cavidad sinovial. Se puede observar el claro incremento de los niveles de
colesterol en los conejos alimentados con una dieta rica en 0.5% colesterol,

siendo estas diferencias estadisticamente significativas con respecto a los CN.



4.2. PORCENTAJE DE LESIONES ATEROMATOSAS

A las ocho semanas de dieta experimental, fueron extraidas las aortas
toracicas de los CH y CN, determinandose el area de lesiones ateroscleroticas
teflidas con Sudéan Black, mediante el método de planimetria por pesada
usando la tincién de, como se indica en protocolo de materiales y meétodos. Los

datos se representan como la mediat+SEM en %.

Se observé un alto porcentaje de areas lesionadas en las aortas
toracicas de los CH (67,74+2.91%, n=6) con respecto a los CN, los cuales no
presentaron lesiones ateroscleréticas (0%, n=8) (Ver figura 9), siendo estas
diferencias estadisticamente significativas (p=0.0003). Se observaron placas
ateroscleréticas en las aortas toracicas de los CH a diferencia de los CN,

quienes no presentaron lesiones. (Ver figura 10).
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Figura 9. Porcentaje de lesiones ateroscleréticas en la aorta toracica de
conejos hipercolesterolémicos y normales, después de 8 semanas de dieta

experimental
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Figura 10. Placas ateroscleréticas en Ia aorta toracica de un CH luego
de su tincion con Sudan Black. Nétese la afectacion casi total de su
cayao adrtico y el gran nimero de placas ateromatosas a lo largo de su

aorta descendente, en comparacién con la del CN que no presenta

ninquna lesion.
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43. PRESENCIA DE CELULAS BLANCAS TOTALES EN EL LiQUIDO
SINOVIAL

En la figura 11 se representa el nimero de células blancas totales en el
liquido sinovial de los CH y CN determinados a los 30 minutos, 2 horas, 6 horas
y 24 horas después de la administracién local de 10 ng de LPS en la cavidad

sinovial. Los datos se representan como la media x10°+SEM cel/ml.

Se puede observar que a los 30 minutos de la inyeccion de LPS en el
sinovio el nimero de CBT es de 0.375+0.12, n=4 y 0.285+0.18, n=7 cel/ml para
CH y CN respectivamente, no siendo estas diferencias estadisticamente
significativas (p=0.64). A las 2 horas tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p=0.93), siendo el nimero de células infiltradas
de 0.50+0.38, n=4 y 0.75+0.61, n=8 cel/ml. A las 6 horas de la inyeccién de
LPS local se observé un incremento considerable del nimero de células
infiltradas, 30.44+12.32, n=9 y 16.80+5.00, n=12 cel/ml para CH y CN
respectivamente. A pesar del incremento de CBT no existen diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (p=0.33). A las 24 horas, el
nimero de CBT para CH y CN es de 1.70+1.57, n=5 y 4.81+1.92, n=8 cel/m|

respectivamente.
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Figura 11. Nimero de células blancas totales a las 0.5, 2, 6 y 24 horas después
de la inyeccion de 10 ng de LPS en la cavidad sinovial. Se puede observar el
claro incremento de CBT a las 6 horas en los conejos alimentados con una
dieta rica en 0.5% colesterol, siendo estas diferencias estadisticamente no
significativas con respecto a los CN. Ademas se puede observa bajos niveles

de CBT en los grupos controles (CH y CN salina).
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El nimero de leucocitos para los grupos controles (inyectados con 500 pl
de solucion salina al 0,89%) a los diferentes tiempos fue de 0.125+0.125, n=4:
0.375+0.239, n=4; 5.611+2.146, n=9; 0.40+0.29, n=5 cel/ml para CH y 0, n=7;
0.142+0.142, n=7; 3.23+1.36, n=13; 2.66+1.81, n=8 cel/ml para CN; siendo
estas diferencias estadisticamente no significativas entre los dos grupos

(p=0.05).

4.4. NIVELES DE TNF INDUCIDO POR LPS EN LiQUIDO SINOVIAL

En la figura 12 se muestran los niveles de TNF en el liquido sinovial de
los CH y CN luego de ser inyectados con 10 ng de LPS, el cual se administré
como un bolo tnico de un volumen de 0.5 ml, en la cavidad sinovial, tomandose
luego las muestras de liquido sinovial a los 30 minutos, 2 horas, 6 horas y 24

horas. Los datos se representan como la media +SE en pg/ml.

Se puede observar (Figura 12) que al administrarse LPS en la cavidad
sinovial de los CH, éstos producen niveles mas altos de TNF en referencia a los
CN. A los 30 min, después de la inyeccion local de LPS, los niveles de TNF de
los CH y CN son de 4.436+1.84, n=6 y 0.387+0.38, n=4 pg/ml respectivamente.
A las 2 horas, los niveles de TNF en los CH son de 109.551+54.0, n=3 pg/ml y

en los CN de 1.688+1.57, n=5 pg/ml, encontrandose diferencias
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Figura 12. Niveles de TNF a las 0.5, 2, 6 y 24 horas después de la
inyeccion de 10 ng de LPS en la cavidad sinovial. Se puede observar el
claro incremento de TNF a las 2 horas en los conejos alimentados con
una dieta rica en 05% colesterol, siendo estas diferencias

estadisticamente significativas con respecto a los CN.
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estadisticamente significativas entre los dos grupos (p=0.03). A las 6 horas,
15.609+6.70, n=6 y 10.16318.50, n=3 pg/ml para CH y CN respectivamente, no
encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
(p=0.27). A las 24 horas tampoco se encontraron diferencias significativas
(p=0.27), siendo los niveles de TNF en los CH de 0.420+0.42, n=5 pg/ml y en

los CN de 0.541+0.33, n=8 pg/ml.

En la Figura 13 se puede observar que los niveles criticos de TNF en los
CH se encuentran a las 2 horas, después de la administracién de 10 ng de LPS
local (109.551+54.0 pg/ml). Los datos se representan como la mediana en

pa/mil.

En la Tabla | se muestran los valores de TNF de los grupos controles
(inyectados con 500 ul de solucion salina al 0,89%). Los valores de TNF que se
observan en estos animales, posiblemente se debieron a que la solucién salina
estaba contaminada. Sin embargo estos valores no llegan a ser significativos

respecto a los observados en los animales inyectados con LPS.
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CONCENTRACION DE TNF (pg/ml).

Figura 13. Niveles de TNF a las 2 horas después de la inyeccion de
10ng de LPS en la cavidad sinovial. Se puede observar el claro
incremento de TNF en los conejos alimentados con una dieta rica en
0.5% colesterol, siendo estas diferencias estadisticamente significativas
con respecto a los CN. La linea dentro de la caja indica el valor de la
mediana, los bordes de la caja sefalan los percentiles 25y 75y los
bigotes por encima y por debajo de la caja indican los percentiles 10 y

90.
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NIVELES DE TNF INDUCIDO POR LPS EN LiQUIDO SINOVIAL

TABLA |

Tiempo (horas) CH salina CN salina
0,5 0.622+0.62, n=4 2.81419.32, n=4
2 0, n=4 0.3340.33, n=8
6 32.12+22 .48, n=4 1.26510.77, n=3
24 0.306+0.30, n=4 1.878+0.83, n=8
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4.5. NIVELES DE IL-6 INDUCIDO POR LPS EN LiQUIDO SINOVIAL

En la figura 14 se muestran los niveles de IL-6 en el liquido sinovial de
los CH y CN luego de ser inyectados con 10 ng de LPS en la cavidad sinovial,
tomandose luego las muestras a las 24 horas. Los datos se representan como

el valor de la mediana en pg/ml, utilizando un n=3 para CH y n=7 para CN.

Se puede observar (Figura 14) que a las 24h los niveles de IL-6 en los
CH y CN son de 7+1.64 pg/ml y 0.45+0.73 pg/ml respectivamente, siendo estas

diferencias estadisticamente significativas (p=0.03)

También se puede observar que los valores de IL-6 de los grupos
controles (inyectados con 500 pl de solucién salina al 0,89%), 0.322+0.30 y
0.393+0.29 para CH y CN respectivamente, no fueron significativos respecto a

los observados en los animales inyectados con LPS
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Figura 14. Niveles de IL-6 alas 24 horas después de la inyeccion
local de 10 ng de LPS en la cavidad sinovial. Se puede observar
un marcado incremento de IL-6 en los conejos alimentados con una

dieta rica en 0.5% colesterol, siendo estas diferencias estadistica-
mente significativas con respecto a los CN. También se pueden
observar los niveles de TNF en los CH y CN controles (inyectados con

500ul de solucién salina al 0,89%).
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DISCUSION

Se ha demostrado que en condiciones experimentales de
hipercolesterolemia se suscita un incremento en la susceptibilidad a
infecciones (Brito y col. 1995) pudiendo asi aumentar el indice de mortalidad en

animales experimentales.

5.1. NIVELES DE COLESTEROL SERICO Y PORCENTAJE DE LESIONES

ATEROMATOSAS

La ingesta de colesterol conlleva a un incremento de los niveles del
mismo en el plasma sanguineo (Camejo y col. 1971). Es por ello que, partiendo
de valores diferenciales estadisticamente no significativos (p = 0.3833), una vez
iniciada la dieta hipercolesterolémica, los niveles de colesterol en los CH llegan
a un valor maximo a las 4 semanas (1468,857+82.29 mg colesterol sérico/dl
suero); siendo considerados los valores normales de 20 a 100 mg colesterol
sérico/ dl suero (Prior y col. 1961). A partir de las 4 semanas se mantienen los
niveles de colesterol con ligeras fluctuaciones. Diferentes reportes sefialan que
esto depende de la infiltracién del colesterol a los tejidos y érganos, esto como

mecanismo complementario para mantener los niveles estables en sangre.
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Este “cuadro hipercolesterolémico” provoca alteraciones fisiolégicas en los
organos que incorporen exceso de colesterol. Es por esto, que el tiempo
seleccionado para trabajar a los animales fue 8 semanas después de
comenzada la dieta; ya que durante este tiempo sélo se observa infiltracion de
colesterol hacia los tejidos sin que se observe dafio permanente en los

diferentes 6rganos (Prior y col., 1961).

Liao y col, 1993, han descrito que dietas ricas en colesterol inducen
niveles considerablemente mayores en ciertos tejidos tales como higado y
arterias. Hemos observado en la aorta de los CH la presencia de un alto
porcentaje de lesiones ateromatosas (67.74%), evidenciandose la deposicion
de lipidos luego de tefiir con el colorante Sudan Black, en comparacion con los
CN (0%), notandose un mayor indice de lesiones en areas de bifurcacion o

reflujo en la arteria aorta toraxica, especificamente a nivel del cayao adrtico.

Estos resultados constatan que las alteraciones quimicas y fisico-

quimicas en el metabolismo de los lipidos séricos son agentes causales de la

patogénesis de la aterosclerosis.
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5.2. PRESENCIA DE CELULAS BLANCAS TOTALES EN EL LiQuIDO
SINOVIAL

Estudios previos han demostrado que la inyeccién local de 10 ng. de LPS
extraido de E.coli en la cavidad sinovial de animales experimentales induce la
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias y la migracion de céiulas al sinovio
(Brito y col, 1995; Matsukawa y col, 1997). Es por elio gue para este estudio se

utiliz6 la misma cantidad de LPS para la induccién de la artritis experimental.

Resultados obtenidos hasta el momento indican que la inyeccion local de
LPS en la articulacion sinovial de animales experimentales provoca la migracion
de células del sistema inmune, iniciando asi el proceso inflamatorio (Brito y col.
1995). Esta migracién responde a la interaccion de citoquinas que afectan el
desenvolvimiento de la patogénesis de las respuestas inflamatorias. Se ha
demostrado que los macréfagos tienen receptores importantes de LPS, el cual
estimula la sintesis y secrecion de citoquinas inmunitarias importantes tales
como IL-1 y TNFa (Henderson y Wilson, 1995; Dinerello, 1992). Estas
citoquinas inducen la liberacion de factores quimiotacticos que inducen la

infiltracién leucocitaria hacia los tejidos.

Investigaciones sobre artritis experimental inducida por LPS sefialan que

las concentraciones basales de TNF« y la IL-8 en fluido sinovial son similares
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tanto en conejos normales como en conejos estimulados con dicha endotoxina,
sugiriendo asi que la fuente de TNFa e IL-8 son células residentes de la
cavidad sinovial (Matsukawa y col, 1997). En los modelo de artritis (inducida por
colageno, por adyuvantes o por endotoxina), estas dos citoquinas parecen ser
producidas independientemente, por ejemplo, la produccion in vitro de IL-8 a
consecuencia de la estimulacion de LPS esta mediado por la estimulacién

tanto directa como indirecta del TNFa e IL-1 (Cassatella y col, 1993).

Como pudimos observar en la figura 11, a las 6 horas de la inyecciéon
local de LPS se observé en todos los grupos la tendencia a un incremento en el
numero de células en la cavidad sinovial evidenciandose un mayor namero de
células blancas totales en los conejos hipercolesterolémicos. Siendo interesante
para futuros estudios el analisis inmunohistoquimico de la cavidad sinovial en
condiciones de hipercolesterolemia, ya que hasta ahora no existen reportes al
respecto. En nuestros resultados no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas por lo que este fenémeno parecié ser
independiente de la alteraciéon que ocurre en el endotelio de los vasos en CH
como causa de la formacién de las placas ateromatosas, la cual se ha descrito
que provoca un incremento en la permeabilidad vascular a macromoléculas e
incremento en la expresién de moléculas de adhesion celular, entre ofras

consecuencias (Strohchneider y Betz, 1989).
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5.3. NIVELES DE TNF INDUCIDO POR LPS EN EL LiQUIDO SINOVIAL

El TNF-a es la primera citoquina en la cascada de citoquinas
proinflamatorias (Matsukawa y col. 1997), es por ello Beutler y col (1985)
consideraron por primera vez que el TNF-a es un mediador del dafio inducido

por endotoxina, jugando un papel importante en la patogénesis de la

inflamacién cronica en enfermedades articulares (Maini y col, 1993).

En este estudio se demostré que la inyeccién local de 10 ng de LPS
extraido de la cepa 0127:B8 de E. coli en animales experimentales induce la
secrecion de TNF y la cantidad del mismo depende de los niveles plasmaticos
de colesterol, asi encontramos que a las 2 horas los CH secretan mayores
niveles de TNF (4.436+1.84)con respecto a los CN (1.688+1.57). Los niveles
maximos de TNF en el fluido sinovial de CH se alcanzan mucho mas rapido en
este tiempo, mientras que en los CN se alcanzan a las 6 horas. Estos
resultados sugieren que la respuesta inmunitaria de los CH se desarrolla mas
rapidamente y de forma exagerada, dandole asi soporte a la hipétesis de que la
homeostasis de las citoquinas determina el curso de la respuesta inflamatoria

(Engelberts y col. 1993).

Se ha reportado que el TNF-a producido localmente puede estimular

efectivamente diferentes tipos de células, incluyendo macréfagos, trayendo
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como consecuencia la activacion de la cascada de citoquinas pro-inflamatorias
de manera amplificada por las células estimuladas, explicaAndose asi el potente
efecto pro-inflamatorio del TNF-a en la articulacion con artritis (Mussener y col,

1995; Tetta C, 1990).

Por otra parte, se ha descrito la activacién del factor de transcripcion
NF-xB el cual se conoce como uno de los reguladores en la expresién del gen
que codifica el TNFa durante la hipercolesterolemia (Liao y col. 1993). Se ha
reportado que en condiciones de inflamacién crénica los niveles de proteinas de
fase aguda se encuentran incrementados con respecto a los controles, esto
indica que existe un cierto grado de actividad inflamatoria permanente. Es por
elio que la expresion de genes cuyo producto forma parte de la “respuesta
inflamatoria” y “stress” oxidativo podrian explicar el por qué se produce un
incremento en los niveles de TNF en los CH. Sin embargo se ha observado un
incremento de los niveles plasmaticos de proteinas de fase aguda en conejos
hipercolesterolémicos lo que le atribuye en gran parte la susceptibilidad a

infecciones en estos animales experimentales.
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5.4. NIVELES DE IL-6 INDUCIDO POR LPS EN EL LiQUIDO SINOVIAL

La IL-6 juega un papel central en la defensa del organismo; puede inducir
e inhibir el crecimiento celular y estimular actividades de diferenciacion,
dependiendo de la célula sobre la cual acttie. Por otra parte, ha sido implicada
en la patologia de muchas enfermedades incluyendo artritis reumatoide (Shizuo
y col., 1993), en donde niveles elevados de IL-6 pueden ser detectados en el
fluido sinovial de articulaciones afectadas y suero de pacientes con artritis
activa (Hirano y col, 1988; Houssiau y col, 1988; Bhardwaj y col, 1989: Guerne y

col, 1989).

Debido a que resultados preliminares muestran que los niveles de IL-6
aumentan en 7,2 veces en CH con respecto a los CN, luego de 26 horas de
inyeccion local de LPS (Brito y col. 1995), se decidié estudiar las diferencias
entre concentraciones de IL-6 a las 24 horas. Se encontré que los niveles de

IL-6 en los CH se incrementaron de manera significativa (7,0+1.64 pg/ml) con

respecto a los conejos normales (0.45+0.73 pg/ml) para una p = 0.03.

Nuestros resultados muestran que en conejos hipercolesterolémicos
existe un marcado incremento de los niveles de IL-6 en el fluido sinovial,
inducido por la inyeccién local de 10 ng de LPS, en comparaciéon con los

conejos normales. Apoyando también la hipétesis de que la hipercolesterolemia
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y el consecuente desarrollo de aterosclerosis, provocan un incremento

exagerado de la respuesta inflamatoria.

Diferentes trabajos han reportado que la IL-6 suprime la produccién de
TNF inducido por endotoxinas (Aderka y col, 1989; Schindler y col, 1990), lo
cual se evidencia en el presente trabajo al determinar las concentraciones de
TNF e IL-6 a las 24 horas después de la inyeccion local de LPS en los CH y CN,
donde se observan niveles criticos de IL-6, pero una clara disminucién de los

niveles de TNF.

Como la artritis en el humano es una enfermedad incapacitante, ha sido
significativo el estudio del proceso de dicha enfermedad durante estados de
hipercolesterolemia, encontrandose que, ademas de que un individuo con
niveles altos de colesterol circulante en la sangre desarrolla un proceso
inflamatorio exagerado (Brito y col,. 1995), la hipercolesterolemia influye en el
desarrollo de un proceso inflamatorio local que hay que tomar en cuenta en

pacientes que desarrollen artritis.



CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente trabajo son las siguientes:

1. Los conejos sometidos a dieta rica en 0.5% colesterol presentan niveles
séricos de colesterol estadisticamente mas altos que los conejos normales,
siendo la tasa de incremento en colesterol mas pronunciada a las 4

semanas de dieta (1468.857+82.29 mg/dl).

2. La cantidad de colesterol plasmatico influye en la aparicién de lesiones

ateromatosas.

3. La inyeccion local de 10 ng de LPS E.coli 0127:B8 en la cavidad sinovial

provoca la migracion de leucocitos inflamatorios al sinovio.

4. Los conejos hipercolesterolémicos presentan un incremento considerable de

la respuesta inflamatoria, con una migracién celular de 64% mayor respecto

a los conejos normales.
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5. Los niveles de TNF en los conejos hipercolesterolémicos, después de la
administracién de LPS en la cavidad sinovial, son estadisticamente mas

altos que en los conejos normales en un 98%.

6. Los niveles de IL-6 en los conejos hipercolesterolémicos, después de la

administracion de LPS en la cavidad sinovial, son estadisticamente mas

elevadas que en los conejos normales en un 94%.

7. La cantidad de colesterol plasmatico influye en el desarrollo de un proceso

inflamatorio local inducido por LPS en la cavidad sinovial incrementado en

comparacion con los conejos normocolesterolémicos.
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