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RESUMEN

La artritis psoriasica (AP) es una enfermedad autoinmune, crénica, asociada
con psoriasis. Se caracteriza por producir lesiones dérmicas
hiperproliferativas con paraqueratosis, lesiones ungueales e inflamacion
articular. Entre algunas de las citocinas que tienen un papel importante en el
desarrolio y progresion de la AP, estan el factor de necrosis tumoral (TNF-o)

y el factor inhibidor de la migracion de macrdfagos (MIF).

El Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a), es una citocina pleiotrépica y
proinflamatoria, la cual es secretada principalmente por células del sistema
inmunoldgico, como monocitos, macrofagos, neutrdfilos, células NK vy
linfocitos T CD4". Otras células pueden producirlo como respuesta a un
estimulo, tales como astrocitos, microglia, miocitos y fibroblastos.

Por su parte el Factor Inhibidor de la Migracion de Macréfagos (MiF) es una
citocina secretada por céiulas T activadas y macrdfagos. Su funcién se
asocia primordialmente con la confraregulacién de ia accion
inmunosupresora de los glucocorticoides, activacion de macréfagos,
induccion de fagocitosis. Asi mismo, promueve la secrecién de TNF-a, iL-1B,
IL-6 entre otras citocinas. Debido a lo anterior, el presente trabajo de
investigacion se enfocd en el andlisis de la expresion del mRNA de TNFA y
MiF con los niveles solubles de TNF-a y MIF (sTNF-a y sMiF) en pacientes
con AP y sujetos controt (SC). Para la determinacion de la expresion relativa
se utilizé la técnica de gqPCR en tiempo real y para los niveles solubles el
método de ELISA.

En el analisis de resultados se observé que TNFA incrementé su expresion
138.16 veces con respecto a los niveles de expresion de este gen en los SC,
mientras que los niveles de mRNA de MIF, en SC se mostraron elevados

0.14 veces con respecto a los pacientes con AP. Asi mismo, los niveles de
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sTNF-a y sMIF en individuos con AP fueron de 24.61 pg/mL (20.82-28.94) y
de 7.71 ng/mL (6.55-9.41), respectivamente.
En este trabajo solo los niveles de expresion de TNFA mostraron una

diferencia marginal (p= 0.05) con respecto al mismo ensayo en SC.

En este trabajo se observd un aumento de ia expresién de TNFA en
concordancia con ia cuantificacion por ELISA de los niveles solubles en
pacientes con AP. Sin embargo, el comportamiento para MIF fue distinto,
debido a que la expresion en SC fue mayor que en pacientes con AP. Estos
datos sugieren que TNF-a tiene un papel preponderante en AP, y se
reguieren estudios longitudinales para evaluar ia participacién de MIF en AP.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La AP es una enfermedad autoinmune y cronica, que afecta al sistema
musculo esquelético, se asocia con psoriasis y puede causar dafic en
cartilago y articulaciones, provocando una discapacidad funcional vy
reduccion de la calidad de vida. MIF es un potente regulador que induce la
activacion de células del sistema inmune y promueve la produccién de
citocinas proinflamatorias como TNF-a, e cual es considerado el principal

iniciador de dafio al endotelio vascular y finalmente de 6rganos.

Se han reportado niveles altos del RNA mensajero de TNFA en tejido
sinovial de pacientes con AP por RT-PCR y se ha descrito la expresion de
TNF-o. en la sinovia de pacientes con AP por inmunohistoquimica. Sin
embargo, hasta la actualidad no se ha descrito la expresion del mRNA de
MIF en AP, siendo esta una citocina relevante que se ha reportado se
produce upstream de TNF-a.

Con base a lo anterior, fue de nuestro interés analizar la expresion del
mRNA de TNFA y MIF, asi como los niveles solubles en AP.
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HIPOTESIS

Los pacientes con AP presentan niveles elevados de mRNA de TNFA y MIF
lo que se asocia con los altos niveles de TNF-a y MIF solubles.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion de mRNA de TNFA y MIF con los niveles solubles de
TNF-a y MIF en pacientes con artritis psoriasica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar los niveles de expresion de mRNA de TNFA y MIF en
pacientes con AP y SC

2. Cuantificar los niveles solubles de TNF-o y MIF en pacientes con AP
y SC

3. Asociar los niveles del mRNA de TNFA y MIF, con los niveles solubles
de TNF-a y MIF en pacientes con AP y SC

4. Asociar los niveles de expresion de mRNA de TNFA y MIF, y asi
como los niveles solubles con las caracteristicas clinicas de AP

Xviil



INTRODUCCION

La artritis psoriasica (AP) es una enfermedad autoinmune, crénica, que
afecta al sistema muisculo esquelético y se asocia con psoriasis, se
caracteriza por ser seronegativa para el factor reumatoide. Ademas, puede
producir daflo en el cartilago y articulaciones, con la consiguiente
discapacidad funcional y reduccién de la calidad de vida.

La etiologia de la AP aln es desconocida, sin embargo hay elementos
genéticos, inmunolégicos y ambientales que desempefian un papel
importante en e proceso inflamatorio. En estudios genéticos se ha
observado que existen genes asociados a la patogénesis de la AP y la
principal asociacién genética es en la region del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de clase |, en e alelo HLA-Cw*0602. Sin
embargo, se han descrito otras asociacicnes de genes de la region MHC. En
ofros estudios se ha sugerido que polimorfismos en los genes de TNFA y
MIF predisponen al paciente o aumenta la susceptibilidad de enfermedades

autoinmunes tales como la AP.

Por ofro lado, existen ofros factores que influyen en el desarrolio de la AP,
tales como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) e infeccién por
Streptococos sp. También se asocia la ingesta de alcohol y tabaquismo con
esta enfermedad.

En AP, la patologia de la piel y lesiones articulares pertenecen a una
reaccion inflamatoria, la naturaleza de estas lesiones se demuestra por
hiperplasia de las células del revestimiento sinovial y la infiltracion de
mononucleares y polimorfonucleares. Ademas, las citocinas tienen un papel
importante en la AP tales como TNF-a y MIF, ya que se encargan de Ia
activacion de células del sistema inmune y promueven la secrecién de ofra

citocinas proinflamatorias.



activacion de células del sistema inmune y promueven la secrecién de ofra
citocinas proinflamatorias.

ANTECEDENTES

Artritis Psoriasica

La artritis psoriasica (AP) es una enfermedad autoinmune, crénica, que
afecta al sistema musculo esquelético, se asocia con psoriasis, enfermedad
inflamatoria de la piel (Wang, 2013). La AP, puede producir dafio en el
cartilago y articulaciones, con la consiguiente discapacidad funcional y
reduccion de la calidad de vida (Firestein et a 2012, Juan D. 20M1).
Usualmente es seronegativa para el factor reumatoide y esta clasificada
deniro de las espondiloartropatias seronegativas (Moll y Wright, 1973). La
AP se caracteriza por presentar lesiones dérmicas hiperproliferativas con
paraqueratosis, lesiones ungueales e inflamacion articular que puede tener 5
formas clinicas entre las que se encuentran: (1) afectacion de las
articulaciones interfalangicas distales, (2) artritis mutilante, (3) poliartritis
simétrica indistinguible de artritis reumatoide, (4) oligoartritis asimétrica
(Figura 1) y {5) espondiloartropatia (Sankowski, 2013).

Criterios de clasificacién de la artritis psoridsica

El criterio de clasificacion de la AP estd basado en una combinacion de
manifestaciones clinicas tipicas de la enfermedad, examenes de laboratorio
y radiograficos. El criterio de clasificacion para la artrilis psoriasica mas
utilizado en la actualidad es el CASPAR (del inglés CiASsification of
Psoriatic ARthritis) publicado en 20086, por su alta sensibilidad y especificidad
con 91.4% y 98.7%, respectivamente [Cuadro 1] (Taylor et al, 2006).
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Cuadro 1. Criterios de clasificacion CASPAR (Modificado de Taylor, 2006)

CASPAR

_——— e S — e

Para ser clasificado con AP, un paciente debe tener la enfermedad articular

inflamatoria con 3 puntos de las siguientes 5 categorias:

1. Evidencia de psoriasis actual, un historial de psoriasis personal un historial
familiar de psoriasis.

2. Distrofia ungueal tipica psoriasica incluyendo onicélisis, puntiieo, e
hiperqueratosis

3. Un resultado negativo de 1a prueba de la presencia de factor reumatoide por
cualquier método excepto el latex pero preferiblemente mediante un ensayo
o nefelometria inmunoenzimatico, de acuerdo con los valores de referencia
del faboratorio local

4. Dactilitis

5. Evidencia radiografica de la formacién de hueso nuevo yuxtaarticular,
apareciendo como osificacion mal definida cerca de margenes de la
articulacion (pero excluyendo la formacién de osteofitos) en las radiografias

simples de la mano o el pie.



Caracteristicas clinicas y de laboratorio

Moll y Wright, distinguieron 5 formas clinicas de AP:

1. Curso clasico de la enfermedad con el compromisc de articulaciones
interfaléngicas distales (5% de los casos)

2. Artritis mutilante (5% de los casos)

3. Poliartritis simétrica indistinguible de artritis reumatoide con factor
reumatoide negativo (15% de los casos)

4. Oligoartritis asimétrica, con compromiso de articulaciones
interfalangicas distales y metacarpofalangicas (70% de los casos)

5. Espondiloartropatia (5% de los casos) (Sankowski et al., 2013)

Manifestaciones clinicas de psoriasis

La psoriasis es una enfermedad cronica de la piel, que se asocia con
manifestaciones dermatolbgicas sistémicas. Estas se presentan como placas
eritematosas y escamosas, asi como papulas y placas rojas cubiertas con
escamas plateadas, los sitios mas comunes son en los codos, rodillas, el
cuero cabelludo y la zona lumbar (Weigle, 2013; Boehnckey, 2014).

La mayoria de los pacientes con AP presentan lesiones epidérmicas con el
mismo patron de la psoriasis vulgar, pustular y eritrodérmica. Ademas, los
pacientes con AP presentan lesiones ungueales como onicolisis y puntilleo
(Firestein et al., 2012).

Indice de Actividad de la Enfermedad (DAS28)

Existen varios criterios que se han usado para evaluar la actividad de la
enfermedad en pacientes con AP. Sin embargo, ninguno de ellos esta

validado en la practica clinica. Actualmente, el indice mas utilizado para la



evaluacion de la actividad clinica de la AP es el DAS28 (def inglés Disease
Activity Score), porgque evalla efectivamente la afectacién articular periférica,
el dolor y la funcion (Anexo 1) (FitzGerald et al., 2012).

Se considera al DAS28 como la mejor opcién para valorar la AP en la
practica clinica. Aunque este criterio no evalia articulaciones que son
importantes en la AP como las articulaciones interfalangicas distales de
manos y de los pies, su importancia resulta por su demostraciéon como mejor
indice en ensayos clinicos, aunado a la falta de criterios especificos para la
AP y la familiaridad en su uso por los reumatélogos para la valoraciéon de
esta enfermedad (Collantes et al., 2007).

Epidemiologia

Existen pocos estudios de prevalencia en AP, sin embargo se han reportado
estudios en diferentes paises, una prevalencia que va en un rango de 0.06%
al 0.2% (Cuadro 2). Se ha observado que factores raciales y étnicos influyen
en la prevalencia de la AP en estudios de epidemiologia en varias
poblaciones; sin embargo, siguen siendo limitados los datos disponibles y la
ausencia de una definicion de caso estandar para artritis psoridsica para
estudios de poblacion y su relativa rareza han contribuido a la escasez
general de los datos disponibles (Setty y Choi, 2007).



Cuadro 2. Prevalencia de arifritis psoridsica. Porcentaje de prevalencia en estudios de
diferentes paises (Modificado de Setty y Choi, 2007).

Estudios flos Prevalencia, (%)
Lomholt slas Faroe 1963 0.04
Heligren Suecia 1969 0.02
Van Romunde et al. Holanda 1984 0.05
Shbeeb et al. USA(Olmsted 2000 0.1
County)

Alamanos et al. Grecia 2003 0.06

' Trontzas et al. Grecia 2005 0.17
Madiand et al. Noruega 2005 0.2

Gelfand et al. USA 2005 0.25




Patogénesis

La efiologia de la AP ain es desconocida, sin embargo hay elementos
genéticos, inmunolégicos y ambientales que desempefian un papel
importante en el proceso inflamatorio (Nograles et al., 2010).

Factores genéticos. En estudios genéticos se ha observado que existen
genes asociados a la patogeénesis de la AP y la principal asociacion genética
es en la regién del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase
l, en e alelo HLA-Cw*0602 (Nograles et al, 2010; Veale et al., 2005). La
funcién de estas moléculas es la presentacion de péptidos derivados de las
proteinas del citoplasma a los linfocitos T CD8'. Esto sugiere que el papel de
HLA-Cw*0602 en la patogenia de la enfermedad es la presentacion de un
auto-antigeno citoplasmatico presente en las células de ia piel o la sinovia a
los linfocitos T CD8" autorreactivos (Gonzalez et al,, 2012; P Rahman,2005).

En otros estudios se asocia la enfermedad con el alelo HLA-B, como & HLA-
B38, HLA-B39 y HLA-B27, este ultimo se identificd asociado principaimente
en pacientes con espondilitis anquilosante y con en el desarrollo de la
psoriasis (Reveille, 2012). Por ofro lado, se han examinado ofras
asociaciones de genes de la region MHC. Estudios previos han sugerido que
polimorfismos en el gen de TNFA predisponen al paciente o aumenta la
susceptibilidad de enfermedades autoinmunes tales como la AP (Veale et
al., 2005).

En los dltimos afios, diversos estudios han vinculado a polimorfismos del gen
MiF (del inglés Macrophage Migration Inhibitory Factor), con susceptibilidad
0 severidad en enfermedades autoinmunes, como la psoriasis en la que se
observa un incremento en los niveles de MIF (Denkinger et al., 2004; Renner
et al.,, 2005).



Factores ambientales. Aun no se conoce & componente ambiental que

desencadena el desarrollo de la AP, sin embargo existen algunos factores
que se han observado que influyen en individuos genéticamente
predispuestos, tales como e virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) e
infeccion por Streptococos sp. Ademas, algunos estudios han reportado la
aparicién de la artritis después de un trauma fisico en los pacientes con
psoriasis. También se le asocia con la ingesta de alcohol y tabaquismo (Eder
et al., 2011; Firestein et al., 2012; Gonzalez et al., 2012)

Fisiopatologia. En AP, la patologia de la piel y lesiones articulares
pertenecen a una reaccion inflamatoria, la naturaleza de estas lesiones se
demuestra por hiperplasia de las células del revestimiento sinovial y la
infitracion de mononucleares y polimorfonucleares. Se han encontrado
células dendriticas en €l liquido sinovial de pacientes con AP que presentan
antigenos a linfocitos T CD4" dentro de las articulaciones y la piel lo cual
conduce & la activacion de linfocitos T. Los fibroblastos de la piel y sinovia de
pacientes con AP tienen un aumento de la actividad proliferativa y la
capacidad para secretar grandes cantidades de IL-1B, IL-6, y factor de
crecimiento derivado de plaquetas [del inglés Plalelet Derivated Growth
Faclor] (Firestein et al., 2012).

Los macrofagos desempefian un papel importante en la patogénesis de la
AP ya que son responsables de la produccién de la metaloproteinasa-2 y
metaloproteinasa-9, las cuales se han demostrado que estan incrementadas
en AP y se correlacionan con una mayor vascularizacion. A través de
citocinas como TNF-a, IL-18 y IL-6 se regula la erosion de! cartilago en
artritis inflamatorias (Firestein et al., 2012).

Las citocinas tienen un papel importante en la patogénesis de la AP, como el
perfi Thi, incluyendo: TNF-g, IL-18, IL-6, asi como el perfil Th17: IL-17A e
iL-17F (Eder et al., 2011). TNF-a participa en la patogenia de la enfermedad,

-




esta citocina es sintetizada principalmente por los macréfagos y su funcién
principal es inducir la inflamacién [Figura 2] (Gonzélez et al., 2012). En otros
estudios se ha demostrado que TNF-a regula €l aumento de la expresién
endotelial y de queratinocitos en las placas psoriasicas, también desempefia
un papel importante en la adhesion y el trafico celular, ademas de promover
la infitracion de linfocitos T (Veale et al.,, 2005) [Figura 2). También TNF-o
estimula la produccién de RANKL promoviendo la resorcién 6sea
estimulando la actividad de los osteociastos (U. Islander et al, 2011) [Figura
3} Bl aumentc de las concentraciones de TNF-a han sido detectados en
lesiones psorigsicas de la piel y en los fluidos sinoviales de pacientes con
AP. Por lo tanto, TNF-a es una citocina involucrada en la patogenia de la

psoriasis mediante la activacion de los linfocitos T y macréfagos.

Ofra de las citocinas que participan en la patogenia de la AP es MIF, de la
cual se han observado altos niveles en psoriasis y ofras enfermedades
autoinmunes, y que ademas promueve la produccion de una gran variedad
de citocinas proinflamatorias tales como TNF, IL-1B, IL-6, enire ofras y la

activacion de macréfagos (Calandra y Roger, 2003; Denkinger et al., 2004)
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Figura 3. Vias de sefalizacién en las articulaciones de la patogénesls de la AP
(Modificado de O’'Rielly, 2011).
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Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

TNF-0, es una citocina pleiotrdpica, proinflamatoria que pertenece a la
superfamilia de mediadores que ilevan su nombre y a la cual pertenecen al
menos 15 citocinas, esta expresada principaimente en la membrana celular y
participan en la regulacion de la proliferacion celutar y la apoptosis. TNF-q,
es secretada principalmente por céiulas del sistema inmune, como los
monocitos, macréfagos, neutréfilos, células NK vy linfocitos T CD4". Otras
células pueden producirlo como respuesta a un estimulo, tales como
astrocitos, microglia, miocitos y fibroblastos (Krueger y Callis, 2004;
MacEwan, 2002).

Estructura

El TNF-a es sintetizada como una proteina de membrana de 26 kDa con 233
aminoacidos, la cual sufre cortes proteoliticos a nivel de residuo 76 por la
enzima convertidora de TNF-a (TACE, del inglés TNF-alpha converting
enzyme) para dar lugar a la forma soluble conformado por 157 aminoécidos
y de 17 kDa. En estudios cristalograficos se muestra que e TNF-a esta
formado por tres mondmeros asociados de manera no covalente y cuyo
extremo N-terminal se encuentra expuesto en ia superficie [Figura 4]
(MacEwan, 2002).

Localizacion del gen TNFA

El gen TNFA se encuentra ubicado en el /ocus 6p21.31, dentro de la region
del MHC clase }ll, entre los genes HLA-B y el del factor C del Complemento
(Figura 5). El gen TNFA tiene un tamafio de 3.6 Kb y estd conformado por
cuatro exones; el primero se encarga de codificar una proteina precursora de
233 aminoéacidos, mientras que los tres restantes codifican para cada uno de

los mondémeros que conforman la proteina activa (MacEwan, 2002)

-13 -




Figura 4. Estructura tridimensionat de TNF-a (Modificado de J. De Los Rios, 2009).
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Funciones

TNF-o0. regula diversos eventos biolégicos fundamentales de las células,
tales como la activacion de los leucocitos, liberacién de diversas citocinas y
quimiocinas. Normalmente esta citocina puede actuar sobre diferentes
tejidos, como el endotelio vascular, el sistema nervioso central, higado,
pulmén, tejido muscular, sistema cardiovascular, adipocitos, y asimismo
generar efecios sobre el sistema endocrino, hematopoyético ademas de
intervenir en la apoptosis (Fragoso et al.,, 2013)

A nivel del endotelioc vascular, el TNF-a presenta una actividad
procoagulante que estimula la expresion de factores tisulares y suprime
cofactores importantes para la actividad de la proteina C anticoagulante.
Ademas, el TNF-a activa células endoteliales para que produzcan IL-1;
asimismo, puede inducir la expresién de moléculas HLA-A, B y activa
antigenos que participan en la adherencia de leucocitos y plaquetas a la
superficie del endotelio. La acciéon det TNF-a a nivel vascular causa una
serie de manifestaciones de toxicidad, generando coagulacion difusa,

necrosis de organos vitales, deshidratacion y falla pulmonar (Anaya, 2003).

Por ofra parte, el TNF-a regula la expresién de proteinas de fase aguda en
los hepatocitos, generando un incremento de estas proteinas en el suero y
suprimiendo la sintesis de albimina (Anaya, 2003).

Al igual que la IL-1, e TNF-c es un poderoso inductor de respuesta
inflamatoria. Asi, TNF-a puede inducir la produccidn de IL-18, IL-2, IL4, IL-6,
IFN-y, TGF-B (del inglés transforming and growth factor 8), MIF, entre ofros
(Anaya, 2003).
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Vias de senalizacion

TNF-a sefaliza a través de dos receptores TNF-RI y TNF-RIl (del inglés
fumor of necrosis factor receptor) en diversas células del sistema
inmunolégico [Figura 6] (Krueger y Callis, 2004). Estos dos receptores son
estructuralmente diferentes, denominados receptor tipo | (TNF-RI; p55 o
p60) y el receptor tipo I! (TNF-RIl; p80 o p75). Ambos receptores son
glicoproteinas transmembranales y forman parte de los 21 miembros de la
familia de receptores TNF-a. Los dos receptores de TNF-a estan presentes
en todos los tipos de células, excepto en eritrocitos. La distribucién del TNF-
Rl es mucho mas amplia que la del TNF-RIl y la union al TNF-RI es
ireversible, mientras que la union al TNFRIl presenta una asociacién muy
baja y una cinética rapida (Anaya, 2003; MacEwan, 2002).

TNF-RI contiene una region de 80 aminoacidos conocido como dominio de
muerte (DD, del inglés Death Domain) se encuentra presente en proteinas
asociadas que relacionan moléculas que son primeramente involucradas en
la sefalizacion de muerte celular. La proteina SODD (del inglés Silencer of
DD) se una a la region DD del TNFR-! y previene la interaccién de otras
proteinas con el DD. El TNFR-l y Il contienen secuencias capaces de
asociarse a proteinas adaptadoras intracelulares las cuales se unen d
receptor para la activacion de varias vias de sefalizacion (MacEwan, 2002) .

Las proteinas TRADDs (del inglés TNF receptor-associated death domian),
son proteinas adaptadoras citosodlicas de 34 kDa que se ligan directamente a
TNFR-l con su secuencia DD. La proteina TRADD recluta moléculas
adaptadoras de la seiializacion asociados al dominio de muerte Fas (FADD
del inglés Fas-Associated Death Domian). FADD contiene una secuencia de
dominic de muerte efectora (DED del inglés Death Effector Domain) que
interacciona con el dominio DED de la caspasa-8 y otras moléculas que
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contienen el dominio DED que regulan los mecanismos de muerte celular
(Anaya, 2003, MacEwan, 2002).

Uno de los genes bajo el control del factor transcripcional de NF,B es la
proteina inhibidora de apoptosis celular 2 (c-IAP2 del inglés celular inhibitor
of apoptosis protein) que liga a TRAF2 y es capaz de bloquear la activacion
de caspasa-8 y la apoptosis. Del mismo modo A20 liga a TRAF2 y es anti-
apoptética (Anaya, 2003, MacEwan, 2002).

La cinasa estimuladora de apoptosis (ASK1, del inglés apopltosis-stimulating
kinase} ha sido implicada en la activacion de p38MAP (del inglés mitogen-
activated protein kinase) y la cinasa c-jun del extremo terminal N-terminal
(JNK, del inglés cyun N-terminal kinase) asi como de los factores de
transcripcion tales como AP-1 y NF-xB (Anaya, 2003, MacEwan, 2002).

Ofra proteina recientemente identificada que interactia con FADD por su
dominio DED es la proteina inhibidora FLICE (del inglés FADD-like IL-1B-
converting enzyme). Algunos estudios sugieren el papel crucial de las
caspasas -3, -8 y -10 en la induccion de TNF-a en mecanismos apoptéticos
(MacEwan, 2002).
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Factor Inhibidor de Migracién de Macréfagos (MIF)

Es una citocina cuyas acciones principales incluyen contra-regulacién de la
accién inmunosupresora de los glucocorticoides y la inhibicion de la
activacion inducida por apoptosis, la activacién de macrofagos, la induccion
de la fagocitosis, promotor de la secreciébn de TNF-q, IL-1B, IL6 entre ofras.
MIF es secretada por macréfagos y células T activadas. Por otra parte se ha
demostrado que células dendriticas, células B, neutrdfios, eosindfilos,
mastocitos y basdfilos, pueden expresar MIF, asi como de las células de la
glandula pituitaria y sinoviocitos (Calandra y Roger, 2003; Donn et al., 2004;
Liamas-Covarrubias et al., 2013).

Estructura

MIF consiste en 115 aminoacidos combinados en una unica estructura con
un peso molecular 12.5 kDa, en cristalografia se ha demostrado que MIF es
un homotrimero de subunidades idénticas [Figura 7] (Denkinger et al 2004,
Donn et al 2004).

Localizacién del gen de MIF

El gen MIF es localizado en & cromosoma 22 (22q11.2). El gen MIF en
humanos se compone de tres exones cortos de 107, 172 y 66 pares de
bases, y dos intrones de 188 y 94 pares de bases [Figura 8] (Calandra y
Roger, 2003; Eder et al., 2011).
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Vista lateral de MIF

Vista superior de MIF

Figura 7. Estructura tridimensional de MIF {Modificado de Calandra, 2003).
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Funciones

MIF es una citocina gque tiene varias funciones, entre las gue se encuentran
promover la produccion y expresion de citocinas proinflamatorias tales como:
TNF-a, H-1B, IL-6, entre ofras como moléculas de adhesion vy
metaloproteinasas de matriz; inhibicion de la activacion por apoptosis,
favorece la activacion y proliferacion de macréfagos y linfocitos T, ademas
es un contra-regulador de la accién inmunosupresora de los glucocorticoides
(Calandra, 2003, Larson, 2006).

Vias de Senalizacion

Varios estudios sugieren una interaccién de MIF con los receptores de
superficie de las células blanco, pero hasta ahora se ha identificado que MIF
interactda con CD74 con una alta afinidad de unién. Una vez unida a CD74,
MIF induce la activacion de la proteina cinasa ERK-1/ ERK2 y se asocia con
el aumento de la actividad enzimatica de la fosfolipasa citoplasmatica A2
(PLA2) en CD74. MIF también interviene en la sefializacién de la respuesta
ante la invasion de bacterias mediante el complejo receptor TLR4-LPS. Por
ofra parte, MIF puede participar en la inhibicién de la senalizacién de
apoptosis suprimiendo la actividad de p53 la cual requiere la activacion de la
serie ERK1/ERK2, PLA2, ciclooxigenasa 2 (COX2) y PGE2 (Calandra y
Roger, 2003; Leng et al., 2003)

Se ha demostrado que MIF interactia con la activacion de la proteina de
unién de dominio JUN 1 (JAB1); JAB 1 activa a la cinasa JUN N-terminal
(JNK) para fosforilar a JUN que funciona como un co-activador de la proteina
activadora AP1 el cual es un factor de transcripcién que esta implicado en el
crecimiento celular, la transformacién y la muerte celular. La endocitosis de
MIF a la célula, implican endosomas que participan en la traduccion de la
sefial que estd mediada por los receptores de citocinas activados por ligando
[Figura 9] (Calandra y Roger, 2003; Leng et al., 2003).
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Expresion de TNFA y MIF en artritis psoridsica

En un estudio realizado por Veale et al., 2005, se analizé la expresién de
TNFA a nivel de RNA mensajero por el método de RT-PCR en el cual

observaron niveles altos del TNF-a en tejido sinovial de pacientes con AP.
En ofro estudio por inmunohistoquimica, se describié la expresion de TNF-o
en la sinovia de pacientes con AP (Danning, 2000). Sin embargo, hasta la
actualidad adn no se ha descrito la expresién de MIF en AP.
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MATERIALES Y METODOS

Diseno Metodolégico

Tipo de estudio

Observacional de casos y controles

Sede del estudio

instituto de Investigacion en Ciencias Biomédicas, CUCS, Universidad
de Guadalajara.

Instituto Dermatolégico de Jalisco “Dr. José Barba Rubio” de la
Secretaria de Salud, Jalisco

Servicio de Reumatologia, OPD-Hospital Civil de Guadalajara “Fray
Antonio Alcalde”

Consideraciones éticas

El presente trabajo de investigacion cumplié con los requisitos del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de investigacion
para la Salud (publicada en el Diario Oficial de la Federaci6n, Gltima
reforma el 03 de Junio de 2014) y se dio cumplimiento a los articulos
100 y 103 del! Titulo Quinto

Normas y principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos establecidos en la Declaraciin de Helsinki en 1964 y
revisados por ultima vez en la 64° Asamblea General, Fortaleza,
Brasil, octubre 2013

Se registré en la comisién de investigacién, Etica y Bioseguridad del
CUCS de la Universidad de Guadalajara.

Se obtuvieron las muestras previa firma del consentimiento informado

por parte de los pacientes y sujetos clinicamente sanos (Anexo 2).
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Universo de estudio

Pacientes con AP, clasificados de acuerdo a los criterios CASPAR (Cuadro
3)y SC.

Criterios de seleccién

Cuadro 3. Criterios de seleccién

Criterios de selecciin

De inclusitn De no inclusién
+ Grupo de estudio -Enfermedades reuméticas sobrepuestas
Pacientes con clasificados conde acuerdo a | -Enfermedades infecciosas
los criterios de la CASPAR -Pacientes transfundidos en los vltimes 3 meses
-Pacientes con administracion crénica de GCC
« Grupo control (glucocorticoides, para los niveles solubles de MIF)

Individuos clinicamente sanos

-Presencia de infecciones graves como Tuberculosis
« Ambos grupos: y SIDA

-Mayores de 18 aiios de edad

-Participacién voluntaria y firma de la carta de

consentimiento informado De exclusion

-Muestra sanguinea insuficiente para la realizacion
de las pruebas requeridas
-Degradacion de la muestra de RNA total.

Tamaino de muestra

El tamafo de muestra lo realizamos por inclusion continua tomando todos
los pacientes con AP que cumplieran criterios de clasificacion de CAPAR
(2006) de la consulta extena de la Clinica de Psoriasis del Instituto
Dermatolégico de Jalisco “Dr. José Barba Rubio” en el periodo comprendido
de Octubre del 2013 a Mayo del 2014 completando 15 pacientes.

IRl




Variables

% Variables independientes
1. AP
% Variables dependientes

1. Expresion de TNFA

2. Niveles solubles de TNF-a.
3. Expresiéon de MIF

4. Niveles solubles de MIF

Examen fisico

Tanto para el grupo de estudio y & grupo control se realiza una historia
clinica y examen fisico completo

Variables clinicas para los pacientes con AP.

A los individuos del e grupo de estudio se aplica & cuestionario para
calcular e indice DAS 28

Pruebas de laboratorio

A ambos grupos se les realizan las siguientes pruebas:

e pCr (Proteina C Reactiva), por turbidimetria

¢ Factor reumatoide

¢ Niveles séricos de MIF por ELISA (Ensayo comercial Legend Max, 6
pg/mL)

e Niveles séricos de TNF-a por ELISA (Ensayo comercial Invitrogen 1.7
pg/mL)
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Analisis Molecular e iInmunolégico

Extraccion de RNA total

Para el analisis de la expresion de TNFA y MIF se procedié a extraer RNA

total a partir de leucocitos de sangre periférica.

La extraccion de RNA total, se realizé utilizando el método modificado de
{Chomczynski y Sacchi, 1987). Para la extraccion de RNA total a partir de 5
mL de sangre periférica en un tubo con EDTA se obiuvieron los leucocitos.
Brevemente, se transfirieron 5 mL de sangre periférica a un tubo cénico de
15 mL y se agregd 1 mL de Dextran al 5%. A continuacion, se mezclé por
inversion y se dejo reposar 30 minutos a temperatura ambiente. Pasado el
tiempo indicado, se recolectd el sobrenadante evitando tomar ko menos
posible la capa de eritrocitos y se centrifugé a 1500 rpm durante 25 minutos
a una temperatura de 4 °C. Después, se decantd el sobrenadante y se
resuspendié el boton de células con 600 pul. de agua con DEPC
(homogeneizando con una pipeta durante 25 segundos). Posterior a ello, se
restablecié rapidamente la isotonicidad agregando 600 pL de NaCl al 1.8 %
y homogeneizando con ka pipeta 15 veces. Posteriormente, se centrifugb a
1200 por 15 minutos a una temperatura de 4°C, y se decant6é el
sobrenadante. Se repitieron estos lavados con agua DEPC y NaCl 1.8 %
hasta obtener un botén blanco (aproximadamente 3 veces).

La segunda fase de esta técnica consistio en agregar 200 pL de Trizol al
botén de leucocitos obtenidos en la fase anterior, con el cual se resuspendid
el botén con ayuda de una pipeta y se dejo reposar por 5 minutos, después
se le agregd 40 L de cloroformo y se homogeneizo en tubos {Eppendorf) de
1.6 mL suavemente 5 veces. Posteriormente, se dejo reposar 5 minutos y se
procedié a centrifugar a 10,000 rpm a 18 minutos a una temperatura de 4 °C
(se observé la formacidn de 3 fases: superficial. RNA; intermedia: DNA,
inferior; proteinas).
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Una vez obtenidas las fases, se separd; la fase superficial (RNA) y se
transfirid a un nuevo tubo y se le agrego 100 pl de isopropanol, dejando
reposar por 20 minutos en hielo a -20 °C. Después del tiempo, se centrifugd
a 10,000 rpm por 18 minutos a una temperatura de 4°C y se decantd el
sobrenadante, dejando solo el boton de RNA, el cual se lavdé una vez con
etanol al 75% con agitacion suave. Después se centrifugd a 10,000 rpm a 18
minutos a una temperatura de 4°C, se decantd el sobrenadante con ayuda
de la pipeta y se dejé reposar durante 20 minutos para lograr la evaporacion
del etanol. Lo siguiente fue resuspender el botén de RNA con 10 pl. de agua
DEPC e inmediatamente se realizd la lectura en un Nanodrop; utilizando 1
plLde RNA,

Técnica de Transcripcién Inversa (RT) con PrimerOligo (dT)

Una vez exiraido y cuantificado ef RNA total, se procedié a realizar la
transcripcion inversa de la siguiente manera:

Se limpid e area y se esterilizé el material de trabajo para utilizarse
posteriormente. Después, se realizaron los célculos correspondientes para

anadir 1 pg del RNA total y ajustar a 15 pl. de agua tratada con DEPC.
Después se rotularon los tubos y se anadio la cantidad de agua con DEPC

calculada para obtener un volumen final de 15 pL. Después, se anadié 1 pL
el OligodT, 1 pl. de la muestra del RNA tota (volumen anteriormente
calculado) e inmediatamente se sometié a una temperatura de 70°C por 5
minutos en un termociclador (alineacién del RNA y el primer).

Una vez realizado el procedimiento, rapidamente se colocd en hielo y se
agregd 10 uL de la mezcla de reaccidn para completar un volumen de 25 pl
con las condiciones que se muestran en el Cuadro 4.

Después se incubé a 42°C por 1 hora y se le adicioné 05 pL de
ribonucleasa H (Conc. Stock 1.5 Ufpl) y se incubé a 37°C por 20 minutos. Al

finalizar el tiempo de incubacién se almacené el cONA resultante a -80°C.
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Cuadro 4. Condiciones de reaccion para b transcripcion reversa.

| Reactivo Con. Stock Anadir a 1 tubo
Buffer de reaccién 5X 5L
dNTPs 10 Mm 125 L
RNAsas 40 o pL 0.25 pL
MMLVRT 200 u/ pL 1l
Agua DEPC 25 L
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PCR en Tiempo Real

Sondas de hidrolisis {TagMan). Para este trabajo, se utiiz6 la quimica de

las sondas Tagman, estas sondas son marcadas con dos tipos de
flucrocromos (un donador y un aceptor). Su utilidad radica en que poseen un
fluoréforo en su extremo 5 y una molécula en el 3 que bloquea su emision
de fluorescencia (denominada en inglés quencher), esta sonda marcada
hibrida especificamente en la parte central del producto de PCR a obtener.
De este modo, cuando se efectia la PCR (con la sonda mas el par de
primers especificos), la sonda hibrida en el amplicon, pero debido a la
cercania del fluoréforo al quencher, no se emite fluorescencia; cuando la
poliimerasa se topa con la sonda la hidroliza mediante su actividad
exonucleasa 5'-3', lo cual provoca la separacion del quencher del
fluorocromo y, por tanto, la emisién de fluorescencia, la cual esta relacionada
con la cantidad de amplicén producido (Heid et al., 1996).

La fluorescencia solo es detectable por el espectrofotémetro cuando esta
sobrepasa €l valor de deteccion limite del equipo. La fluorescencia de cada
tubo se mide en cada ciclo. A partir de esto la sefial dobla de ciclo en ciclo,
por 0 que se observa una curva creciente. El nimero de ciclo a partir del
cual la curva comienza a crecer sera proporcional a la concentracion inicial
de DNA.

Para el gen MIF se utilizé la sonda #40 (cat. no. 04687990001) marcada con
el fluorocromo FAM (6-carboxifluoresceina) y las siguientes secuencias de
primers (Figura 10):

Para e gen de TNFA se utiizé la sonda #57 (cat. no. 04688546001 que
estA marcada con e fluorocromo FAM (6-carboxifluoresceina) y las

siguientes secuencias de primers (Figura 11):
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Como gen constitutivo de referencia se \uliizé e gen GAPDH
(Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa). La sonda para GAPDH se
encuentra marcada con el fluorocromo Yellow-555 (cat. no. 05190541001) y

se utilizaron las siguientes secuencias de primers:

Sentido: 5°-CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC-3
Antisentido: 5 -GCCCAATACGACCAAATCC-3

Procedimiento para la reaccion de qPCR en tiempo real

Lla qPCR se realizd en el equipo Ligth Cycler® Nano (Roche) con las

siguientes condiciones:
Materiales

- Puntas 10 pi. con filtro estériles
- Puntas 200 pL con fitro estériles
- Tubos de 0.5 yL para qPCR

-  Tubos eppendorf de 1.5 pL

- Agua DEPC

- Gasas

- Micropipetas

Procedimiento

En un tubo eppendorf de 0.6 pL se prepard por separado la mezcla de
reaccion para nuestros genes blanco [TNFA, MIF] (Cuadro 5 y 6) y para el
gen de referencia Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa [GAPDH]

(Cuadro 7) de la forma siguiente:
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Condiciones de reaccion para la qPCR para TNFA

Cuadro 5. Condiciones de reaccion para la gQPCR de TNFA

Componentes Concentracién por tubo
| Master mix 5L
Primer sentido 0.2 uL
Primer antisentido 0.2 uL
Sonda 0.2 uL
Agua 19 L
cDNA 25 L
Condiciones de reacciéon para la qPCR para MIF
Cuadro 6. Condiciones de reaccion para la qPCR de MIF
Componentes Concentracién por tubo
Mastermix SuL
PrimerS 0.2 pL
Primer A = 0.2 L
Sonda 0.2 pL
"Agua : 1.9 pL
cDNA 25 L
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Condiciones de reaccién para la qPCR de GAPDH

Cuadro 7. Condiciones de reaccién para la gPCR de GAPDH

Componentes Concentracién por tubo
Master mix 5puL
Primermix 0.2 uL

Sonda 0.2 L

Agua 21 b

cDNA 25 L
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Después se le agregaron a los tubos 7.5 L. de master mix correspondiente
del gen de interés y el gen constitutivo usando como base el mapa de los
pocillos, seguido de esto se afadié 2.5 yL del cDNA de la muestra para
obtener un volumen final de 10 L. Posteriormente, se taparon los tubos, se
asegurd de que los tubos no tuvieran burbujas, de ser asi se centrifugé para
romper las burbujas, después se prendi6 el termociclador y se programo las
condiciones de PCR utilizando el software del equipo, posterior a la
programaciéon se colocaron los tubos en el termociclador en el orden del
mapa y se inicié la reacci6n

Procedimiento para la curva de validacion de PCR en Tiempo Real

Para la curva de calibracién de TNFA y MIF se calcularon las diluciones para
preparar las soluciones estandar, el preparado se efectué en tubos por
separado.

Calculos para la curva de validacion

El método para el analisis de los niveles relativos de MRNA de TNFA y MIF,
fue el método 2449, puesto que se determinéd como un meétodo adecuado
para la cuantificacién relativa a través de gPCR, pues nos permite la
comparacién de la expresion de los genes de interés contra un gen de
referencia en unidades relativas de expresion (URE).

Con base en el método 2449 se realizé la curva de validacién, para la
observacién de la amplificacién de los genes de interés (TNFA y MIF) asi
como e de referencia (GAPDH), entre los que se debe observar una
similitud. Un método sensible utilizado para observar si dos amplicones
tienen la misma eficiencia es observar las variaciones de los ACq (ACg =
ACqGAPDH- ACq TNFA o ACoMIF) en distintas diluciones. Para io cual se
calculé el ACq de los Cq que se obtuvieron en el gPCR, donde se
amplificaron diluciones de cDNA de un SC para los genes (TNFA, MIF y
GAPDH) [Cuadro 8 y 9). Posteriormente se graficaron los resultados (Figura
12 y 13) y se obtuvieron los valores de las pendientes para cada gen (y=
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0.08557Log {x) + 244 para MIF y Y= 0.001X +11.4 para TNFA) las cuales
son cercanas a cero, indicativo de que nuestros genes blanco y los genes de
referencia son similares por lo que se podriamos utilizar el calculo AACq
para cuantificar las expresion relativa de nuestros genes de interés de
acuerdo a lo sugerido por Livak y Schmitigen, 2001.

80



Cuadro 8. Diluciones de gPCR para generar la curva de validacién para TNFA por

método 2449,
Dilucién ng/dL TNFA GAPDH (CqT NFA-
CqGAPDH) ACq

1000

1000 18.08 30.93 12.85
1000 18.46 30.82 12.36
500 19.92 31.35 11.44
500 15.89 2139 11.49
500 20.07 31.86 11.78
100 22.33 34.19 11.86
100 22.20 34.04 11.84
100 22.59 33.99 11.40
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(GAPDH-TNF-a)

Validacién del método 2 284
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Figura 12. Curva de validacién para TNFA método 244¢q
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Figura 13. Curva de validacién para MIFcon e meétodo 2°
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Procedimiento para la cuantificacion de TNF-a y MIF soluble por ELISA

Cuantificaciéon de los niveles de TNF-a soluble. La cuantificacion de los

niveles solubles de TNF-a se llevaron a cabo por el método de ELISA
utiizando el ensayo (Invitrogen, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El limite de deteccién para TNF-a soluble es de 1.7 pg/mL.

El ensayo se realizé de la siguiente manera: todos los reactivos, muestras
séricas y estandares fueron llevados a temperatura ambiente antes de su
uso y cada ensayo fue corrido por duplicado. Durante el primer paso se
agreg6 50 pl del buffer de incubacion a los pozos que vayan a contener los
estdndares u muestras dejandc e pozo reservado para el blanco
cromogénico vacio, se procedié a cubrir la placa y se incubo por 2 horas a
temperatura ambiente, transcurrida la incubacién se deseché la solucién y se

hicieron 4 lavados usando una pipeta multicanal.

Después del daltimo lavado se removié cualquier remanente de buffer de
lavado por aspiraciéon o decantacién y se agregaron 100 ut de soiucion de
estrepavidina-HRP exceptuado al pozo del blanco cromogénico, se procedié
a incubar la placa por 30 minutos a temperatura ambiente realizando
también 4 lavados, para después agregar 100 pL de TMB en cada pozo e
incubar por 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad.
Transcurrido este tiempo se agregaron 100 ul de la solucién de paro a cada
pozo mezclando suavemente y se ley6 la absorbancia de cada pozo a 450
nm en un lector de ELISA dentro de las 2 horas después de agregar la
solucion de paro (Figura 14).

El céaiculo de los resultados se realizé6 mediante la curva de calibracion
obtenida en el experimento posterior a graficar el valor de absorbancia de
cada estandar (ordenada) contra la concentracién del estandar (abscisa). La
concentracion de los niveles solubles de TNF-o de cada una de las
muestras, tantos pacientes como controles, se calcula segin la correccién

de dicha curva la cual sigue un comportamiento logaritmico.
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Cuantificacion de MIF soluble. La cuantificacion de los niveles solubles de

MIF se llevaron a cabo por el método de ELISA utilizando el kit (Legend Max,
USA) siguiendo las instrucciones del fabricante el limite de deteccion para
MIF es de 6 pg/mL.

El ensayo se realizé de ia siguiente manera: todos los reactivos, muesiras
séricas y estandares fueron lievados a temperatura ambiente antes de su
uso y cada ensayo fue corrido por duplicado. Primero se agregaron 100 pL
de cada estandar y muestra en el pozo asignado en ia placa de ELISA, se
cubriecron y se incubaron por 2.5 horas a temperatura ambiente,
posteriormente se desechd las solucion y se lavd 4 veces con solucion de
lavado 1x, e lavado se realizé lienando cada pozo con buffer de lavado (300
pul) usando una pipeta multicanal. Después del dltimo lavado se removid
cualquier remanente de buffer de lavado por aspiracién o decantacion; una
vez hecho esto, se agregd 100 uL del anticuerpo biotinilado al 1x en cada
pozo y se incubo 1 hora a temperatura ambiente con agitacién suave,
transcurrida ia incubacion se desechd la solucion y se hicieron 4 lavados
(Figura 15).

Una vez removido cualquier remanente de buffer de lavado se le agrego 100
pl de solucién de estreptavidina-peroxidasa a cada pozo y se incubo por 45
minutos a temperatura ambiente con agitacion suave; transcurrido este
tiempo, también se descartd la solucion y se procedié a hacer 4 lavados con
buffer de lavado para posteriormente agregar 100 pL de la solucion de
tetrametilbenzidina (TMB) a cada pozo y se incubo a temperatura ambiente
en la oscuridad con agitacién suave. Por Ultimo se le adicionaron 50 ub de la
soluciéon de paro a cada pozo y se leyé en un iector de ELISA a 450 nm
inmediatamente con correccion a 570 nm.
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Figura 15. Procedimiento para la curva de calibracion para ELISA de MIF




El calculo de los resultados se realizd mediante la curva de calibracién
obtenida en el experimento posterior a graficar e valor de la cormreccion
(absorbancia 450 nm- 570 nm) de cada estandar (Ordenada) contra la
concentracion del estandar (Abscisa). La concentracién de los niveles
solubles de MIF de cada una de las muestras, tanto pacientes como
controles, se calculd segin la comrelacion de dicha curva, la cual sigue un

comportamiento logaritmico (Figura 16).
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Analisis de Estadistico

Analisis descriptivo. Medidas de tendencia central (media aritmética,
mediana) y medidas de dispersion (desviacion estandar, rango, percentiles y
rangos intercuartiles).

Analisis interferencial. Pruebas paramétricas (t de student, ANOVA de una

via)

Pruebas no paramétricas. (Kruskal- Wallis, correlacién de Spearman, X% U
de Mann-Whitney).
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RESULTADOS

En el presente estudio se incluyeron a 30 sujetos de los cuales se
clasificaron dos grupos: 15 sujetos clasificados con AP de acuerdo a los
criterios de clasificacién CASPAR emitidos en 2006 y 15 SC.

Caracteristicas clinicas

Las caracteristicas clinicas de los pacientes se muestran en el Cuadro 10 en
donde la media de edad fue de 51 afios + 9, de los cuales el 73%
pertenecen al género femenino y 27% al masculino, también se muestra una
mediana de tiempo de evolucion de psoriasis de 12 anos y 6 para AP; de
acuerdo al indice de actividad DAS28, el 7% de los pacientes se encuentran
en remisién, mientras que el 60% presenta actividad de la enfermedad
moderada y un 33% con actividad alta.

La media de factor reumatoide en los pacientes fue de 3.19 Ui/mL y la media
de pCr de 11.7 mg/L. En cuanto a los tipos de psoriasis, el 60% present6
psoriasis en placa, 20% en cuero cabelludo, 13% palmo-plantar y 7%
puntata; de los tipos de afectacién ungueales, con distrofia se presentaron
20%, hipertrofia 20%, puntilleo 40% y los pacientes sin afectacién en unas
fue del 20%;el 20% de los pacientes utilizaron metotrexate con posologia de
7.5-10 mg/semana y con 12.5-20 mg/semana 20%, con tratamiento tépico
26.5%, con medicamentos biolégicos el 7% y sin tratamiento el 26.5%.
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Cuadro 10. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con AP.

Variables n=15

Demograficas

Edad (afios)” 51 £9

Género % (n)°

Masculino 27 (4)

Femenino 73 (11)

Estado de la enfermedad

Tiempo de evolucién de psoriasis (afios)® 12 (8-20)

Tiempo de evolucion de AP (afios)* 6 (3-10)

Evaluacién clinica

Puntuacion DAS-28 * 493 + 129

DAS-28"

Remisién (2.6) 701
60 (9)

Actividad baja (<3.2)

Actividad alta (25.1) 33 (5)

Factor reumatoide Ul/mL"
Proteina C reactiva (mg/L) *
Tipo de psoriasis®

3.19 (2.44-8.76)
11.7(7.8-27.8)

Placa 60 (9)
Cuero cabelludo 20 (3)
Palmo-plantar 13 (2)
Puniata {1}
Afectacién de ufias”

No afectada 2 (3)
Distrofia 2 (3)
Hipertrofia 20 (3)
Puntilleo 40 (6}
Tratamiento”

Metotrexate (7.5-10 mg/semana) 20 (3)
Metotrexate (12.5-20 mg/semana} 2 (3)
Tépico 265 (4)
Biolégicos 7(1
Sin tratamiento 265 (4)

*Datos proporcionados en media t desviacion estandar. ®Datos proporcionados en
porcentajes y n. ° Datos proporcionados en mediana (percentil 5- percentil 95)
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En este estudio de casos y controles se realizé e andlisis de expresién del
mRNA de TNFA y MIF por la técnica de gPCR en pacientes con AP y SC. Se
compard la expresion de ambas citocinas entre los grupos de pacientes con
AP y el grupo SC, observandose que la expresién de mRNA de TNFA es
138.16 veces mayor en los pacientes con AP respecto a los SC. En el nivel
de expresion del mRNA de MIF, el grupo de SC mostraron 0.14 veces mas

expresion que los pacientes con AP (Grafico 1).
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Grafico 1. Expresion del mRNA de TNFA y MIF en pacientes con AP y SC
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Se realizé un analisis comparativo de la expresion de ambas citocinas con
caracteristicas clinicas de interés pertenecientes al grupo de pacientes con
AP. Los niveles de expresion de mRNA de TNFA en € grupo de pacientes,
se encontrdé 0.25 veces mas expresion en el género masculino respecto al
femenino, por ofra parte la expresion de mRNA de MIF fue 2.29 veces mas
expresion en el grupo femenino (Grafico 2).
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Grafico 2. Expresion del mRNA de TNFA y MIF en relacion a género

En la comparacion de los niveles de expresion de TNFA se encontro que en
el grupo de pacientes con AP es 4.80 veces mas elevado en los sujetos no
fumadores comparado con los pacientes con registro de tabaquismo; en
cuanto a la expresion de MIF en e mismo grupo, aquellos pacientes
fumadores mostraron 0.72 veces mas que los pacientes no fumadores
(Grafico 3).
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Grifico 3. Expresion del mRNA de TNFA y MIF en relacién al habito de fumar.

Por otro lado al ser comparadas los niveles de expresidon de mRNA de

TNFA en aquellos pacientes con AP que tenian mas de 5 anos de inicio de

afectacion articular, presentaron 0.72 veces mayor expresion que el grupo

con menor tiempo de afectacion, mientras que la expresion de mRNA de MiF

fue 0.33 veces mas en aquellos pacientes con un inicio de la afectacién

articular menor o igual a 5 anos (Grafico 4).
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Grafico 4. Expresion del mRNA de TNFA y MIF agrupados en < 5 afios y > 5 afios de evolucion
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El nivel de expresion de mRNA de TNFA fue 0.72 veces mas en aquellos
pacientes de AP con mayor o igual a 10 afios de inicio de psoriasis respecto
aquellos que solo tenian menos de 10 afios. Mientras que la expresion de
mRNA de MIF fue 0.37 veces mas en los pacientes con menor o igual a 10

afos del inicio de psoriasis (Grafico 5).
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Griafico 5. Expresion del mRNA deTNFA y MIF agrupados en < 10 afios y> 10 afios de

ia psoriasis.

Para la comparacién con el indice de actividad de la enfermedad DAS28, los
niveles de expresion se analizaron dividiendo al grupo en dos categorias;
una categoria donde se agrupd a los pacientes con actividad baja y
moderada y otra con actividad alta. La expresion del mRNA de TNFA fue
046 veces mas en los pacientes con actividad baja y moderada en
comparaciéon con los que tienen una actividad de la enfermedad alta. Por
otro lado la expresibn de mRNA de MIF, fue 1.27 veces mas en los

pacientes que presentan actividad de la enfermedad alta {(Grafico 6).
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Grafico 6. Expresion del mRNA de TNFA y MIF en relacion al indice de actividad DAS28

Al comparar a los pacientes con AP con afectacion de la piel mayor al 20%
de la superficie corporal se observé que tuvieron 1.83 veces mas nivel de
expresion de mRNA de TNFA que aguellos que con una afectacidn menor o
igual al 20%. En los niveles de mRNA de MIF, los pacientes con afectacion
menor o igual al 20% mostraron 0.58 veces mas expresion comparados con

aquellos con afectacién mayor a 20% en la pie1 (Grafico 7).
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Grafico 7. Expresion del mRNA de TNFA y MIF en relacion al porcentaje de afectacion
de la piel.
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En los pacientes con afectacion en ufas, se encontré que los niveles de
expresion de mRNA de TNFA fueron de 584 veces mas expresion en los
pacientes de AP con puntillec ungueal; 1.09 veces mas expresion en los
pacientes con hipertrofia ungueal y 0.62 veces mas expresion en los
pacientes con distrofia ungueal. Todos los tipos de afectacién se compararon
con aquellos pacientes de AP que no mostraron alguna afectacion en ufas.
Asimismo los niveles de expresion de mRNA de MIF se equipararon, con los
pacientes de AP sin afectacion ungueal con aquellos con algin tipo de
afectacion donde se observo que los pacientes con hipertrofia ungueal
tienen 4.99 veces mas expresion; 4.83 veces mas expresion los pacientes
con distrofia ungueal y 4.78 veces mas expresion los pacientes con puntilieo
ungueal (Grafico 8).
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Griéfico 8. Expresion del mRNA de TNFA y MIF con diferentes grados de afeccion
ungueal en pacientes con AP.

Asimismo, los niveles de expresion de mRNA de TNFA y MIF se compararon
con los percentiles 25, 50 y 75 (p25, p50, p75) de los niveles solubles de
TNF-a. Los pacientes con una concentracion sérica de >20.62 pg/mL (p25)
mostraron 0.39 veces mdas nivel de expresion de mRNA de TNFA que
aquellos con sTNF-a de <20.62 pg/mL; los pacientes con sTNF-a de >24.61
pg/mL (p50) mostraron 1.55 veces mas expresion de mRNA de TNFA que
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aquelios con sTNF-a de <24.61 pg/mL; los pacientes con sTNF-a de »28.94
pg/mL. (p75) mostraron 0.45 veces mas expresion de MRNA de TNFA que
aquellos con sTNF-a de <28.94 pg/mL.

En cuanto a los niveles de mRNA de MIF, los pacientes con una
concentracion sérica <20.62 pg/mL (p25) de sTNF-a mostraron 2.52 veces
mas nivel de expresién de mRNA de MIF que aquellos con sTNF-a >20.62
pg/mL; los pacientes con sTNF-a <24.61 pg/mL (p50) mostraron 1.23 veces
mas expresion de mRNA de MIF que aquellos con sTNF-a >24.61 pg/mL,; los
pacientes con sTNF-a <2894 pg/mL (p75) mostraron 0.88 veces mas
expresion de mRNA de MIF que aqueilos con sTNF-a >28.94 pg/mL (Grafico
9).

mRNA TNFA Vs sTNF-a mRNA MIFVs sTNF-o

mRNA MIF (URE)

Grifico 9. Relacién de niveles solubles de TNF-a y la expresion del mMRNA de TNFA y

MIF en pacientes con AP,

Los niveles séricos de MIF de ios pacientes con AP se compararon con Sus
niveles de expresion de mMRNA de TNFA y MIF. Los valores de sMIF se
clasificaron en aquellos de concentracion < 6 ng/mL y> 6 ng/mL.
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Los niveles de expresién de mRNA de TNFA mostraron 0.59 veces mas en
pacientes de AP con concentracion de sMIF <6 ng/mL. Los niveles de
expresion de mRNA de MIF en pacientes con niveles séricos >6 ng/mL de
sMIF fue de 0.84 veces mas que aquellos <6 ng/mL de sMIF (Gréafico 10).
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Grafico 10. Relacion de niveles solubles de MIF y expresion del mRNA de TNFA y MIF
en pacientes con AP.

Los niveles de sMIF en pacienies con AP presentaron niveles de 7.71 ng/mL

{6.55-9.41) mientras que los SC presentaron niveles 6.06 ng/mL (3.6-8.52),
sin diferencias significativas.

Los niveles séricos de TNF-a en pacientes con AP presentaron niveles de
24.61 pg/mL (20.82-28.94) y los SC presentaron niveles 10.62 pg/mL (7.65-
15.10) donde se observé una diferencia marginal p=0.05 (Figura 17).

Se determind el coeficiente de correlacién de los niveles solubles de TNF-a

y MIF con las caracteristicas clinicas de interés (Cuadro 11).

En la Figura 18, se presenta la correlacion de TNF-a con DAS28, donde se

observa una asociacién enfre ambas, en pacientes con AP.
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Cuadro 11. Coeficiente de correlacion

MIF (ng/mL)

Variable r
Proteina C reactiva (mg/dL) e
Factor reumatoide BT T
" Inicio de psoriasis -0.06816
| Inicio de la artritis -0.1189
" TNF-a soluble -0.01786
' DAS28 - -0.2538

*Coeficiente de correlacién de Spearman.
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Valorp
0.1320
0.4252
0.8093
0.6729
0.9496
02538

r*
0.2786
-0.3250

- -0.1883

-0.05586

-0.6881

TNF-u (pg/mL)

Valorp
0.3147
0.2372
0.5014
0.8433

0.0046




o

0 2 4 6 8
DAS28

Figura 18. Representacion de la asociacion de DAS28 con TNF-a soluble
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DISCUSION

En diversos estudios se ha descrito la participacion de citocinas
proinflamatorias en la patogenia de la AP, sin embargo, una de las citocinas
que se encuentra principalmente involucrada es TNF-o, e cual es un
inductor de inflamacidén (Gonzélez et al., 2012). Otra citocina relacionada es
MIF, que se relaciona con la activacion de macréfagos y promueve la
produccion de ofra citocinas proinflamatorias (Calandra y Roger, 2003;
Denkinger et al., 2004). Por esta razéon fue de nuestro interés analizar la

expresion de mRNA vy los niveles solubles de TNF-a y MIF.

En este estudio se comparé el incremento de la expresion de mRNA entre
los grupos de pacientes con AP y SC, en el cual se observa una alta
expresion de TNFA en el grupo de pacientes con AP (138.16 veces més
expresion) con respecto al grupo SC. En contraste, los pacientes con AP
muestran altos niveles de expresion de TNFA Estos hallazgos son similares
a los reportados por Veale et al., 2005, donde se analizé la expresion del
mRNA de TNFA utilizando qPCR, en e cual observé un incremento en la
expresion de TNFA en pacientes con AP. También se compar6 los niveles
solubles de TNF-a en ambos grupos y se observé un incremento de la
citocina en € grupo de pacientes con AP. Este estudio eoncuerda con el
realizado por Danning et. al., 2000, quien describe mediante & andlisis de la
expresion por inmunohistoquimica, un incremento de TNF-a en la sinovia de
pacientes con AP.

Los resultados de expresion y de niveles solubles observados en este
estudio de TNF-o coinciden con los descritos por otros autores. Sin
embargo, la expresion de MIF en el grupo de SC fue més alta comparada
con € grupo pacientes con AP, en estos datos no se observa una asociacion
entre la expresion del mRNA de MIF con los niveles solubles de esta citocina
enAP.
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En este estudio de casos y controles se analizd la asociacion de la expresion
de ambas citocinas entre distintas variables de interés. Al comparar la
expresion de MIF con distintas concentraciones de TNF-a soluble, la
expresion disminuye en concentraciones altas de TNF-a y viceversa, estos
resultados sugieren un posible antagonismo entre ambas moléculas, sin
embargo, esta interpretacion debe tomarse con precaucion, puesto que en
varios estudios como los realizados por Wijprandts et al., 2008 y Shimizu et
al., 2001 donde reportan que MIF puede estimular la produccion de TNF-a. y
viceversa en otras enfermedades como artritis reumatoide. Por otro lado, la
expresion de MIF es mayor en el género femenino del grupo de pacientes
con AP. Estos datos sugieren que los estrdgenos posiblemente promuevan
la expresion de esta citocina en el género femenino. Cutolo et al.,, 2006 en
su estudio describe que los esirégenos pueden modular la liberacion de
citocinas proinflamatorias de macréfagos activados en enfermedades
autoinmunes.

Kinahan et al., 2014 en su estudio describe que fumar se asocia con e
desencadenamiento de psoriasis y con el incremento en la produccion de
citocinas proinflamatorias asociadas a la psoriasis, en nuestro analisis los
pacientes fumadores mostraron altos niveles de expresion de MIF, este dato
sugiere que las sustancias contenidas en el humo del cigarro aumentan la
produccion de MIF en macrofagos y en ofras células productoras de esta
citocina, como se menciona en el estudio realizado por Damico et. al.,, 2009
en el que se describe que la expresion de la proteina MIF es incrementado
por extractos en el humo del cigarro en células endoteliales pulmonares. Por
ofro lado, Warr et. al.,, 1973 describié en su estudio que el humo del cigarro
tiene influencia sobre la velocidad de migracion de los macréfagos
alveolares en fumadores. Posiblemente & humo del cigarro pueda potenciar

la migracion de los macrofagos promoviendo al proceso inflamatorio en AP.

Nuestros resultados muestiran una alta expresion de MIF en un inicio de

psoriasis menor a 10 afos y en afectacion de piel menor del 20%, esto
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sugiere una participacion de MIF con el desarrollo temprano de psoriasis.
Por ofro lado, TNF-a no es consistente con este comportamiento al
presentar mayor expresion en pacientes con psoriasis mayor de 10 afios y
en un porcentaje de afectacién en piel mayor del 20%, se infiere que
posiblemente TNF-o. se exprese mayormente en etapas avanzadas de la
psoriasis. También en este estudio, se sugiere una asociacién de la
expresion de MIF con una actividad alta de artritis en los pacientes con AP.
Varios autores describen la participacion de TNF-a y MIF en la patogenia de
AP (Calandra y Roger, 2003; Denkinger et al., 2004 Gonzalez et al,, 2012),
sin embargo, en este estudio la expresion de MIF es mayor en pacientes con
algin tipo de afectacion ungueal, por fo que se sugiere que MIF se relaciona
con la afectacién ungueal en pacientes con AP,

£n el presente estudio se realizaron correlaciones de los niveles solubles de
TNF-a y MIF con caracteristicas clinicas de interés, sin embargo solo TNF-a
presenté una asociacion con la actividad clinica evaluada a través del
DAS28 (p=0.0046).



CONCLUSIONES

En este trabajo se analizé la expresion del mMRNA de TNFA y MIF, a través
de gPCR en tiempo real, en & cual se observa un aumento de la expresion
de TNFA en concordancia con la cuantificacion por ELISA de ios niveles
solubles en pacientes con AP. Sin embargo, MIF difiere en este
comportamiento, puesto que ia expresion de MIF fue mayor en SC, mientras
que los niveles solubles aumentan en pacientes con AP. Cabe mencionar
que el andlisis de la expresion de MIF, no ha sido descrito por otros autores,

por lo que este estudio significaria uno de los primeros en ser reportado.

Se analizé € comportamiento en la expresion de ambas citocinas, utilizando
correlaciones entre las caracteristicas clinicas de pacientes con AP. En la
mayoria de las variables se observd un comportamiento que sugiere que
cuando TNF-a presenta un aumento en su expresidn, MIF muestra una
tendencia a disminuir y viceversa. Por otro lado se determinaron los
coeficientes de las correlaciones de los niveles solubles de TNF-a y MIF con
las caracteristicas clinicas de interés, en este caso la mayoria de las
variables no mostraron significancia, excepto la variable DAS28 en la que se
observa significancia, lo que se traduce en que existe una asociacion de

TNF-a con la actividad ciinica.

Estos resultados sugieren que TNF-o. s asocia con AP, y se requieren mas

estudios para poder revelar el papel de MiF en esta enfermedad.
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ANEXOS

Anexo 1.- Indice de Actividad DAS28.

Para calcular el indice DAS, se toma en cuenia; la velocidad de sedimentacién
globular (como reactante de fase aguda); ia escala andloga visual, e nimero de
articulaciones inflamadas y el nGmero de articulaciones dolorosas (indice articular
tomando en cuenta 28 articulaciones).

Para el célculo se utiliza la siguiente férmula:

DAS28 = 0.56 * sqrt(dolorosas28) + 0.28 * sqrt(inflamadas28)} + 0.70 * In(VSG) +
0.014 * Escaia analoga visual

El calculo puede realizarse mediante una hoja de Excel programada o utilizando un
web calculator.

Cuadro 12. Escala andloga visual

NOMBRE CEL PACGIENTE:
Fecha

ESCALA ANALOGA VISUAL DEL MEDICO

ESTADO DE SALUD EN GENERAL:
Por faver margue en esta escala el ndmero que corresponda a su estads de salud en
general.

Muy bien Regular Muy mal
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DOLOR:

Por favor marque en esta escala el nimerc que corresponda a su dolor.

<
—
L]
L]
L
—t N
o
~&
-]
L ]
=

Sin dolor con dolor dolor insoportable

Nembre y firma del médico:

INDICE ARTICULAR DEL PACIENTE

Nombre del paciente Registro

Rellene con pluma los circulos que representan las articulaciones afectadas

INFLAMACION DOLOR

=F0l=




No. Total de articulaciones No. Total de articulaciones

inflamadas

con dolor

Fecha:

Firma del médico:

e




Anexo 2. Consentimiento Informado

Andlisis de la expresion del mRNA y niveles solubles de TNF-a y MIF en

artritis psoridsica

Numero de registro:

Institucion: instituto de Investigacion en Ciencias Biomédicas, CUCS U de G,
Instituto Dermatoldgico de Jalisco “Dr. José Barba Rubio”, Hospital Civil de
Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”

Nombre del paciente:

1. NATURALEZA Y PROPOSITO DE ESTE ESTUDIO

Se la ha invitado a que participe en este estudio de investigacion, ya que
padece de artritis psoriasica. Este estudio se esta llevando a cabo pafa trataf
de identificar si existe asociacion de la expresion de mRNA y niveles

solubles de TNF-a y MIF en artritis psoriasica.

Antes de que usted decida ser voluntario(a) en este estudio, usted debe leer
esta forma. Esta forma se llamMa consentimiento informado y explica el
estudio. Por favor haga todas las pfeguntas que sean necesarias para que
pueda asi decidir si desea participar o no en este estudio.

Debido a que se trata de un procedimiento en el que se soMetera a un
procedimiento invasivo debe saber que: se hard una valofacién clinica
completa y revisién articular, se tomara muestras de sangre en donde se
extraera RNA total para cuantificar la expresion de MIF y TNFA

.




Se toma en la misma puncion muesira para medir niveles séricos de
proteina C reactiva, factor de necrosis tumoral aifa, y niveles séricos de la
proteina llamada “factor inhibidor de la migracién de macrofagos” que

consideramos son importantes en el desarrolic de su enfermedad.

2. EXPLICACION DE LOS PROCEDIMIENTOS A SEGUIR

Una vez que acepte participar en este estudio se le hard una puncién venosa
para obtener sangre previa valoracion clinica.

3. POSIBLES EFECTOS SECUNDARIOS.

A. EFECTOS SECUNDARIOS
No se han reportado efectos adversos relacionados con la toma de sangre
ademas de posibles moretones

4. POSIBLES BENEFICIOS DURANTE EL ESTUDIO

Todas las pruebas, exdmenes y cuidados médicos que son parte de este
estudio le serdn proporcionados sin ningun costo. Usted y otras personas
pueden verse beneficiadas con las conclusiones generales que se obtendréan
de los resultados de este estudio. De igual forma, entiendo que someteré
aun proceso de investigacion cientifica por lo que ningin resultado final

puede verse asegurado.

5. DERECHO A RETIRARSE DE ESTE ESTUDIO

Es su decision formar parte de este estudio. Usted puede elegir no participar
o abandonar el estudio no resultara en alguna multa o pérdida de beneficios

médicos o afectara su tratamiento médico en &l futuro.

6. OFRECIMIENTO PARA RESPONDER PREGUNTAS ACERCA DE
ESTE ESTUDIO

o R



Usted debera hacer preguntas de cualquier cosa que no comprenda antes
de firmar ésta forma. Bl grupo de médicos del estudio también estara
disponible para contestar cualquier pregunta antes, durante y después del
estudio.

7. CONFIDENCIALIDAD

La informacion que se obtenga de su participacion en el estudio se
mantendra en forma confidencial y su identidad no sera revelada. Los
resultados de su tratamiento incluyendo pruebas de laboratorio, fotografias,
radiografias y ecografias pueden ser publicados con propositos cientificos
sin que su identidad sea revelada.

8. CONSENTIMIENTO

He leido o me han leido esta forma de consentimiento informade la cual
describe € propésito y naturaleza de este estudio. He tenido tiempo para
revisar esta informacion y se me ha brindado una oportunidad para hacer
preguntas. He recibido respuestas que satisfacen plenamente mis
preguntas. Si no participo o si interrumpo mi participacién en este estudio, no
perderé ninguin beneficio. No perderé ninguno de mis derechos legales si
interrumpo  mi  participacion. Mi participacion en este estudio es
completamente voluntaria

Nombre del participante

Firma del participante Fecha:

Domicilio:

ST



Teléfono:

Nombre del testigo
Firma de! testigo Fecha:

Domicilio:

Relacién con el sujeto de investigacion:
Nombre del testigo
Firma del testigo Fecha:

Domicilio:

Relacion con el sujeto de investigacion:
Nombre del investigador
responsable

Firma del investigador responsable
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Anexo 3. Historia Clinica

Andlisis de la expresion del mRNA y niveles solubles de TNF-a y MIF en
artritis psoriasica

Nombre del

paciente

Fecha Registro

Edad Fechade
nacimiento

Domiocilio

Teléfono

AHF:

DM: HTA EVC IAM

B

Tiroides Cancer Otros:

APNP:

Paciente LN: LR:

Padres; Padre L.N: LR:

Madre LN LR
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Abuelos:

Abuelo Paterno LN: LR.
Abuela Paterna LN: LR
Abuelo Matemo L.N: LR
Abuela Materno LN: LR.
Oficio: SS: Estado
Civil Esc: Relig. _
Dieta
Ejercicio Tabaguismo Alcoholismo
Drogas ilicitas
Hemotipo Otros
APP:
DM
HTA
Qx
Alergicos
Transfusiones
__ Ofros:
Psoriésis: Tipo Dx % de afeccién

Cuadrantes afectados en

ufias




Tx

AGO:

FUM G P A Cc

DOC

Mamografia THR MPF

Otros medicamentos

PEPA:




IAS:

EF:

Peso:

__ Temp:_

Talla:

TA

FC

FR




Criterios CASPAR

Criterio Valor Presente
Evidencia de psoriasis actual, historia personal de 2 puntos
psoriasis, o historia familiar de psoriasis

Distrofia ungueal psoriasica tipica que incluye onicélisis, 1 punto
lesiones punteadas, e hiper-queratosis observados en el

examen fisico actual

Un resultado negativo del factor reumatoide por cualquier | 1 punto
método, excepto latex.

Presencia de dactilitis, definida como la inflamacién total 1 punto
de un dedo, o una historia de dactilitis registrada por un

reumatdlogo.

Evidencia radiografica de neo formacién dsea yuxta- 1 punto

articular que aparece como osificacion mal definida cerca
de los margenes de articulacién en las radiografias
simples de mano o pie.

Laboratorio:

Otros:
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Tratamiento:
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