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Abreviaturas

EA: Enfermedades autoinmunes

AR: Artritis reumatoide

LES: Lupus eritematoso sistémico

Bregs: Linfocitos B reguladores

Tregs: Linfocitos T reguladores

VAS: Escala visual analoga del dolor

VSG: Velocidad de sedimentacion globular (eritrosedimentacion)

HAQ: Health assessment questionnarie (evaluacion de calidad de vida)

DAS-28: Disease activity score (Puntaje para actividad de la enfermedad basado

en 28 articulaciones)

FARME: Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad
PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica.

LB: Linfocitos B

CSO: Corticoesteroides orales

GML: Modelo de lineal generalizado



1. Resumen ejecutivo

Las enfermedades autoinmunes son condiciones de dificil tratamiento asociadas a
alta discapacidad, afectacioén de la calidad de vida y un alto costo para su manejo
(1). La etiologia de estas entidades aun es desconocida, pero se sabe que son
resultado de la interaccion entre factores genéticos, desequilibrio en la regulacién
del sistema inmune y detonantes medio ambientales(2). Se ha planteado que las
parasitosis intestinales pueden ejercer un papel protector en el desarrollo de EA. El
presente proyecto analizo el efecto de la infeccion por parasitos intestinales en la
presentacion y severidad de enfermedades autoinmunes de tipo sistémico. Ademas
se estudiaron poblaciones celulares reguladoras asociadas a autoinmunidad y el
impacto de las parasitosis sobre estas. Se llevé a cabo un estudio de casos (AR
n=31; LES n=21) y controles (n=87) pareados por edad, sexo, zona de residencia y
estrato socioecondémico para evaluar la relacién entre la infecciébn por parasitos
intestinales y la presentacion de dos enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide
y lupus eritematoso sistémico). El estado parasitario se determin6 a través de un
analisis coprolégico. La fase epidemioldgica, encontrd un posible nexo inverso entre
la condicion de autoinmunidad y las parasitosis intestinales por protozoarios
(ORajustado: 0,27; 1C95%: 0,07 - 0,99, p = 0,049). Debido a la baja frecuencia de
helmintiasis, se evalué la respuesta IgE frente a Ascaris lumbricoides, un helminto
de alta prevalencia en el trépico. En contraste con el hallazgo inicial, la frecuencia e
intensidad de la respuesta IgE determinada por ELISA frente al helminto fue mayor
en casos que en controles, ademas la sensibilizacion a Ascaris estuvo asociada
directamente con la AR (ORajustado: 3,9; 1C95%: 0,16 — 12,05, p = 0,049). En un
subgrupo de participantes (AR: n = 25 y controles sanos: n = 24) se les solicitd una
muestra de sangre para determinacién de citoquinas, la frecuencia y actividad
funcional de linfocitos B y T reguladores por citometria de flujo y se relacionaron
estas variables con la presentacion o severidad de la enfermedad. La actividad de
la enfermedad fue evaluada a través de escalas clinicas (DAS-28 y HAQ). Se
detectaron concentraciones séricas significativamente mas altas de IL-8 (5,8 vs 4,7

pg/mL; p=0,037) e IL-6 (8,6 vs 2,6 pg/mL; p=0,005) en los pacientes con AR en
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comparacién con los controles. Las concentraciones de las citoquinas se
relacionaron con uso de corticoides orales (Beta: 1,59; ES: 0,81; p = 0,049) y
agentes antirreumaticos modificadores de la enfermedad o FARME (Beta: 1,43; ES:
0,78; p = 0,067) en el caso de la IL-8 y con la presentacion de artritis reumatoide
en el caso de la IL-6 (Beta: 0,81 ES: 0,40, p = 0,046). La poblacién de células B
reguladoras CD19*CD25*CD71*CD73" presentaron mayor frecuencia en los
controles sanos en comparacion con los pacientes con AR (23,4% vs 15,8%,
p=0,008). No se encontraron diferencias en la funcionalidad de las poblaciones de
linfocitos B productores de IL-10. Las poblaciones de Bregs se correlacionaron
negativamente con los niveles séricos de citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-
8) y con parametros de severidad (HAQ y articulaciones inflamadas). Las
frecuencias de CD19*CD25*CD71*CD73- fueron mas altas en los infectados por
protozoarios; sin embargo, un modelo multivariado se encontré que estas estaban
mas relacionadas con la condicion de autoinmunidad (Beta=-6,4; ES: 0,78;
p=0,042). No hubo hallazgos del efecto de la severidad o el tratamiento sobre las
Bregs. Las frecuencias de Tregs definidas por el fenotipo CD25*CD127'°"- fueron
mayores en los controles que en los casos y se correlacionan con la frecuencia de
linfocitos B productores de IL-10 (B10). Finalmente, las citoquinas en los cultivos de
PBMCs de pacientes y controles no exhibieron diferencias y la IL-10 se correlaciona
positivamente el resto de las citoquinas inflamatorias. En conclusién, en este estudio
se observdé una relacion inversa entre la presentacion de enfermedades
autoinmunesy la presentacién de infeccion por protozoarios intestinales. Asi mismo,
se encontraron poblaciones celulares relacionadas con mecanismos de tolerancia
(Bregs y Tregs) asociados con proteccion de artritis reumatoide. Es posible que la
infeccion por parasitosis intestinales se asocie a una mayor frecuencia de Bregs,

pero esto debe seguir estudiandose.



2. Introduccioén

Muchos aspectos de las EA son poco entendidos; entre ellos, sus determinantes
genéticos y la interaccion de estos con el medio ambiente. Es claro que algunos
individuos tienen mayor riesgo de padecer algunas de estas enfermedades por
portar variantes de riesgo (o carecer alelos protectores) en genes de susceptibilidad,
pero es indiscutible que el ambiente confiere tanto factores protectores como de
riesgo para su desarrollo. EI cambio en las condiciones de vida de la humanidad ha
llevado a cambios drasticos en el contacto con otros organismos con los que
conviviamos y co-evolucionamos. Las infecciones microbianas y las parasitosis
intestinales han disminuido en frecuencia, siendo estas Ultimas erradicadas en
muchos paises del mundo, especialmente los de mejores condiciones econémicas.
Paralelamente, se ha observado un aumento en la incidencia de las EA asi como
de otras condiciones inflamatorias tanto Th1/Th17 como la colitis ulcerativa y la
enfermedad de Crohn como Th2/IgE (las alergias); sobre todo en los paises
industrializados (3). Muchos han planteado que estas dos tendencias guardan una
relacion causal (4). Es poco lo que se conoce en los humanos sobre los efectos de
las parasitosis sobre las enfermedades autoinmunes de tipo sistémico de
presentacion mas comun como son: la artritis reumatoide y el lupus eritematoso
sistémico. Se sabe que las parasitosis, especialmente las helmintiasis, tienen
efectos inmunorreguladores en el hospedero. Es posible que las infecciones por
parasitos puedan inducir poblaciones de linfocitos B o T reguladores y a través de
este mecanismo proteja de la presentacién de EA o reduzca su severidad. Teniendo
en cuenta este contexto, este trabajo busco aportar soluciones a dilucidar cual es la
relacion entre las parasitosis y la presentacion o severidad de enfermedades
autoinmunes sistémicas: el lupus eritematoso sistémico y la artritis reumatoide y
como influyen las parasitosis en poblaciones de linfocitos reguladores asociados a

autoinmunidad.



3. Marco conceptual

3.1. Tolerancia inmunolégica y autoinmunidad

Se define como la ausencia de respuesta frente a un antigeno que ha sido
previamente reconocido. El sistema inmune normal se mantiene tolerante frente a
lo propio, eliminando o neutralizando los linfocitos que pudieran activarse. Las
reacciones frente a estos antigenos se denomina autoinmunidad (5, 6) El proceso
de tolerancia se presenta en los inicios de la vida y se da en organos linfoides
primarios, el timo y medula 6sea. Se denomina tolerancia central al proceso de
reconocimiento de auto-antigenos por linfocitos inmaduros y tolerancia periférica a
los mecanismos donde se inactivan o eliminan los linfocitos maduros autorreactivos.
Los mecanismos de tolerancia central son la primera linea de tolerancia
inmunologica y consisten en delecion clonal o edicion de receptores de los linfocitos
B y T inmaduros. Aquellos que escapen de este mecanismo seran eliminados o
inactivados por mecanismos periféricos como son delecion clonal (interaccion del
receptor Fas), anergia, supresion por células reguladoras (secrecion de citoquinas
inmunosupresoras o contacto célula-célula por moléculas de anclaje a superficie
celular) e ignorancia (dependiente de barreras anatdmicas y concentraciones de

antigeno) (5, 7).

La autoinmunidad representa un proceso en el cual el sistema inmunoldgico
responde frente a moléculas propias. Las enfermedades autoinmunes se refieren
una serie de manifestaciones clinicas producto de esta respuesta descontrolada
frente a lo propio, es decir, los autoantigenos (5, 7). El principal proceso para el
desarrollo de la autoinmunidad es el fracaso de la tolerancia a lo propio y por ende
la activacion de los linfocitos autorreactivos, aunque también esta claro el papel de
la predisposicion genética y los desencadenantes ambientales en la etiologia de

los desérdenes autoinmunes (5).



3.1Poblaciones linfocitarias asociadas a inmunoregulacion y tolerancia

3.1.1 Linfocitos T reguladores
Una parte de las células T reguladoras hacen parte de mecanismos derivados de la

tolerancia central donde LT CD4+ autorreactivos cambian su especificidad o pueden
diferenciarse a nivel periférico a través de la presentacion de antigenos por érganos
linfaticos. Sus caracteristicas fenotipicas principales son los marcadores de
superficie CD25, CTLA-4, GITR, CD127 y estan altamente relacionadas con la
expresion del factor de transcripcion FoxP3, fundamental para cumplir con su
funcion reguladora junto a CD25, y se diferencian a partir de IL-2 y TGF-B. Su
mecanismo de accion esta dado por la produccion de citoquinas inhibitorias (IL-10,
TGF-B) y la inhibicion de las ACP de estimular a los LT(6, 8). También hay linfocitos
T reguladores inducidos en la periferia; destacandose el hecho que la exposicion a
ciertos antigenos derivados de helmintos expanden poblaciones asociadas a este
fenotipo(9).

3.1.2 Linfocitos B reguladores
El papel de los linfocitos B en la inmunidad se ha relacionado directamente con la

respuesta humoral; sin embargo, los mecanismos efectores e inmunorreguladores
han captado un gran interés en los ultimos afios, sobre todo en enfermedades
inflamatorias y autoinmunes. Algunos de estos mecanismos consisten en la
produccion de citoquinas y el contacto célula-célula. De los grupos de células B que
regula negativamente la respuesta inmune, las productoras de IL-10 han sido las
mas estudiadas. La interleuquina 10 (IL-10) ha sido reconocida como una
importante citoquina inmunorreguladora ya que tiene la capacidad de inhibir la
produccion de quemoquinas, de citoquinas proinflamatorias lo que resulta en una
regulacion a la baja de las moléculas co-estimuladoras en las células presentadoras
de antigeno (APC) y actuar en muchos blancos celulares distintos limitando la
respuesta inflamatoria(10). Sin embargo, se han reportado muchos otros

mecanismos por los cuales las células B pudiesen regular la respuesta inmune.

Entonces, un linfocito B regulador (Breg) podria definirse como aquel con capacidad
de inhibir la respuesta inflamatoria; por ejemplo, la proliferacion de linfocitos T

autorreactivos o especificos de alérgeno. EI mecanismo mas comun hasta ahora
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descrito es la produccion de IL-10, pero también se han descrito Bregs productores
de TGF-B, IL-35y un fenotipo que expresa Foxp3 (11-13). Los linfocitos B
reguladores son poblaciones de estudio mas reciente. Las células B se caracterizan
fenotipicamente por la expresion de CD19 y se han clasificado en B1 y B2. Asi
mismo, las células B1 se subdividen en Bla (expresando CD5 en la superficie) y
B1lb (no expresando CD5), y las células B2 se subdividen en células de transicion
inmaduras (T1, T2 y T3), células B foliculares (FO) y zona marginal (MZ). Mientras
que las células B1 se originan a partir de precursores hepaticos fetales y estan
enriquecidas en tejidos mucosos y cavidades pleurales y peritoneales, las células
B2 se originan a partir de precursores derivados de la médula 6sea y estan
enriquecidas en érganos linfoides secundarios. En humanos, las células Breg se
han caracterizado en subconjuntos de memoria B que exhiben fenotipos
CD19+CD24MNCD27+ (relacionados con células B10) y CD19+IgM+CD27+ y en
células B de transicion inmaduras (CD19+CD24"CD38") (9). La funcién reguladora
de estos LB se ha adjudicado a la capacidad de producir IL-10 y de reducir la
secrecion de IFN-y, TNF-a e IL-17 por parte de linfocitos T CD4+; ademas, las
células Breg promueven la diferenciacion de linfocitos T a un fenotipo regulador e
inducen la remision de manifestaciones autoinmunes en diferentes modelos
murinos (14). Por lo tanto, es probable que muchos tipos de células B puedan
diferenciarse en una célula Breg a través de mecanismos tales como sefiales
inflamatorias e interaccién de unién entre receptor-antigeno. Aunque las células
Bregs expresan varios marcadores de superficie, que pueden ser compartidos
comunmente por distintas subpoblaciones celulares durante el curso de diversas
enfermedades, no existe un marcador fenotipico para diferenciarlas de manera
precisa. Por otro lado, las helmintiasis son capaces de modular la respuesta inmune
por su influencia sobre distintos blancos inmunolégicos. Recientemente se han
descrito poblaciones de células B reguladoras asociadas a las infecciones
parasitarias, y que por ocurrencia simultanea pudiesen tener un efecto sobre

trastornos del sistema inmune (9).

Varias investigaciones apoyan la idea que existe una deficiencia funcional o

numérica de linfocitos B reguladores en pacientes con LES y AR (15-17). Por
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consiguiente, se sugiere que las células Breg tienen un papel importante en la
inmunopatologia de las enfermedades autoinmunes y podrian convertirse en blanco
potencial para tratamientos futuros. (18) En algunos estudios se ha encontrado que
la IL-10 se sobre-produce en pacientes con LES y que se correlaciona con la
severidad de la enfermedad y la abundancia de las Bregs (19, 20). No obstante,
esto parece deberse a una contra-regulacion negativa en respuesta al aumento de
citoquinas inflamatorias pues se ha observado que tanto la IL-10 como las Bregs, al
igual que la poblacion pro-inflamatoria de linfocitos T foliculares, se aumentan en
las crisis y disminuyen luego en la remisién (21). Por otro lado, en pacientes con
inicio reciente del lupus es mas clara la deficiencia de IL-10 y de Bregs en

comparacion con sujetos sanos (22).

Las poblaciones de Bregs descritas tanto en humanos como ratones son bastante
heterogéneas en cuanto a su inmunofenotipo (23) describiéndose algunas que
expresan marcadores de diferenciacion propios de LB inmaduros (CD24+ CD38+),
otras de células de memoria IgM positivas o de poblaciones diferentes al linfocito
B2 circulante célula T-dependiente. También se han descrito Bregs especificas de
antigeno; Van de Veen et al. encontraron una importante proporcion de los LB
especificos para la fosfolipasa (un alérgeno de la abeja) que producian IL-10 y
expresaban preferencialmente 1gG4. La frecuencia de estas células en sangre
periférica era mayor en criadores de abejas (un modelo de tolerancia bastante
estudiado) y en pacientes alérgicos que reciben inmunoterapia especifica de
alérgeno (24). En la Tabla 1 se resumen los fenotipos de poblaciones de células B
reguladoras estudiadas en distintas enfermedades y los mecanismos por los cuales

pudiesen actuar:
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Tabla 1 Fenotipos y mecanismos de accion de células B reguladoras.

Denominacién Fenotipo Mecanismo de Blanco de Referencia
supresion accion
Células B CD24hiCD38hi IL-10, PD-L1, Linfocitos T (16, 25-27)
inmaduras, CD80, CD86, CD4+, CD8+,
CD1d células
dendriticas

plasmocitoides

y iINKT
B10 CD24hiCD27+ IL-10 Monocitos (28)
Células B CD38+ CD1d+ IgM+ GZMB, IL-10, Linfocitos T (29)
GZMB+ CD147+ IDO CD4+
Bri CD25hiCD71hiCD73lo IL-10, IgG4 Linfocitos T (24)
CD4+
Plasmablastos CD27intCD38hi IL-10 - (30)
- CD39+ CD73+ Adenosina Linfocitos T (31)
CD4+y CD8+
iBregs - TGF-B, IDO Linfocitos T (32)
(inducidas) CD4+
- CD19+ TIM1+ IL-10 Linfocitos T (33)
CD4+ y CD8+

Tomado de Mauri et al.(34)

3.2 Epidemiologia de las enfermedades autoinmunes
La informacién de incidencia y prevalencia de las enfermedades autoinmunes con

la que se cuenta actualmente es muy incierta puesto que los estudios de cohorte
gue se han realizado son pocos. En el 2003, Cooper et al realizaron una revision
de la epidemiologia de las enfermedades autoinmunes donde, ademas del estudio
mas amplio hecho en la poblacion estadounidense por Jacobson et al en 1997 que
incluyé ciertas enfermedades especificas, agregaron estudios de otras

enfermedades hasta la fecha. Asi estimaron un total en la incidencia cercana a 90
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por 100000 personas-afio y una prevalencia cercana al 3% en la poblacién(35) Mas
adelante en 2009, al notar que la prevalencia variaba de acuerdo a la enfermedad
especifica en las distintas areas geograficas, los mismos autores realizaron una
nueva revision donde hicieron el analisis por zonas y calcularon una prevalencia de
7.6 — 9.4%. Ademas confirmaron que este estimado puede aplicarse a diferentes
partes del mundo. En este estudio, se tuvieron en cuenta estudios de prevalencia
hechos en Colombia que midieron la tasa principalmente de miastenia gravis (3 de
cada 100000) y esclerosis multiple (4.41 de cada 100000) (36). El estudio realizado
en Dinamarca por Eaton et al se estimé una prevalencia para esa region de 5.3%
en 31 enfermedades autoinmunes, donde los datos para LES y AR fueron 0.32 y
3.81 respectivamente (37). En los factores demogréaficos se ha evidenciado su
prevalencia en el sexo femenino y con respecto a la edad y la etnia, varia

dependiendo la enfermedad especifica (35).

En Colombia, un estudio realizado por Machado Alba et al evidencio una prevalencia
estimada de la AR alrededor de 0.15%, con predominio en el sexo femenino, menor
ala prevalencia de otros estudios realizados en diferentes paises del mundo, en su
mayoria desarrollados que es aproximadamente entre 0.5% y 1.0%(38). Igualmente
se han reportado en nuestro pais los factores asociados a poliautoinmunidad en
LES. Se encontr6 que la prevalencia de poliautoinmunidad en LES fue del 41%, de
los cuales 5.1% presentaron sindrome autoinmune multiple. Los factores mas
asociados con poliautoinmunidad fueron: género femenino (OR: 2.30; 1C95%: 1.03-
5.15) y el compromiso articular (OR: 2.02; IC95%: 1.26-3.23) (39).

3.3Artritis reumatoide
Es una enfermedad de tipo inflamatorio sistémico, caracterizada por la afeccion de
los componentes articulares que lleva consigo dolor, edema, enrojecimiento e
incapacidad funcional. Se considera que su desarrollo depende de la interaccion
tanto de factores ambientales como genes especificos que promueven la perdida
de la tolerancia a los auto-anticuerpos que contienen un residuo de citrulina dejando
una respuesta antagonica frente a esta molécula tanto por células T como B, las

cuales tienen interaccion con citoquinas inflamatorias que juegan un papel
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fundamental en la patogenia de la enfermedad. La fisiopatologia de la AR involucra
varios tipos diferentes de células que incluyen macréfagos, linfocitos B, linfocitos T,
condrocitos, osteoclastos y células sinoviales que contribuyen al proceso de
destruccion articular (40) Es una de las enfermedades inflamatorias mas frecuentes
en el mundo occidental con una tasa de prevalencia de 1%, teniendo en cuenta que

su incidencia aumenta junto a factores asociados como son sexo femenino (41).

La guia practica clinica colombiana recomienda el uso de los criterios clasificatorios
para Artritis Reumatoide ACR/EULAR 2010 en pacientes de 16 aflos 0 mas que
presenten signos y sintomas de inflamacion articular reciente (seis 0 mas semanas)
en al menos una articulacion y en quienes esta no pueda ser mejor explicada por
otra etiologia (trauma, osteoartritis).(42) Estos criterios consisten en los siguiente:
Presentar al menos 1 articulacion con sinovitis clinica (inflamada) y que dicha
sinovitis no pueda explicarse por el padecimiento de otra enfermedad y tener una
puntuacion igual o superior a 6 en el sistema de puntuacién de acuerdo la escala
que considera la distribucion de la afectacion articular, serologia del factor
reumatoide (FR) y/o ACPA, aumento de los reactantes de fase aguda y la duracion

igual o superior a 6 semanas.

Aunque se han desarrollado innovadoras terapias biolégicas con blancos
terapéuticos especificos no todos los pacientes responden por lo que se requieren

mas alternativas (41).

3.5 Contexto de parasitosis y autoinmunidad
Las infecciones parasitarias, en especial por macroparasitos como los helmintos,

han demostrado tener un papel de impacto en la regulacion de la inmunidad. Los
helmintos son grandes organismos multicelulares que pueden ser de vida libre o
pardsitos. Estos comprenden varios grupos: gusanos redondos (nematodos),
gusanos planos (platelmintos), tenias (cestodos) y con aberturas (trematodos), los
cuales han existido por cientos de afios en su naturaleza de parasitos(43). Las
parasitosis se han sido un problema de salud publica el cual causa enfermedades
graves como desnutricion, inmunosupresion e inclusive la muerte en algunos casos.

Sin embargo, Loukas et al. han propuesto que una pequefia carga de gusanos
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generalmente tiene una impacto sobre la salud limitado o nulo, e incluso se ha
sugerido que sea comensal al huésped(44). Las helmintiasis puede alterar el
sistema inmunitario del huésped induciendo mecanismos reguladores, que modulan
la actividad de las células inmunitarias también durante la enfermedad autoinmune,
lo que pudiese cambiar el progreso de la enfermedad sorprendentemente teniendo
un efecto protector (45).

Como ya se habia mencionado antes, se estima que las enfermedades autoinmunes
afectan a casi el 10% de la poblacién mundial y tienen gran impacto en las tasas de
morbilidad mundial y la carga econdmica por sus tratamientos ya que la mayoria,
por no decir todas, no tienen cura, y no existen estrategias de prevencion para
estas(36). No obstante, lo mas alarmante es el aumento en su incidencia en el
mundo desarrollado, viéendose como, entre mas indices de desarrollo, mayor es la
incidencia de estas enfermedades (46). Si bien es claro que constituyen
enfermedades multifactoriales donde predisposicion genética es un factor clave en
la susceptibilidad (47), el aumento repentino de estas enfermedades durante un
periodo de tiempo muy corto no puede explicarse solo por la genética, sino que
apunta a variaciones en el entorno y/o el estilo de vida(48). Para esto se han
generado dos hipoétesis que han ayudado a dilucidar este fendbmeno epidemiolégico
denominadas la "hipétesis de la higiene" por Strachan(49) y la hipétesis de los
"viejos amigos" por Rook (50).

La hipétesis de la higiene, postulada en 1989, propuso que la baja prevalencia de
infecciones durante la nifiez temprana podia explicar la aparicion de asma vy rinitis
mas adelante en la vida. Se sugeria que la disminucién del tamafio de las familias,
las mejoras en los servicios domeésticos y los altos estandares de limpieza personal
redujo la posibilidad de adquirir infecciones en las familias nacientes, lo que resulté
en una expresion clinica mas generalizada de las enfermedades atépicas(49). Con
el tiempo, esta teoria se amplid para todas las enfermedades inflamatorias cronicas.
De hecho, la migracion urbana, el mayor acceso a agua limpia y el saneamiento
mejorado han reducido la exposicion a muchos agentes infecciosos, incluidos los

pardsitos y dentro de ellos los helmintos especialmente(51). Muchos estudios
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epidemiologicos han demostrado una correlacion inversa entre la exposicion a
microorganismos y el desarrollo enfermedades inflamatorias, en especial
alérgicas(52-55), sin embargo muy pocos han logrado encontrarlo con

autoinmunidad(56).

Acorde a lo anterior, la hipdtesis de los “viejos amigos” sugiere que varios
organismos, incluidos los helmintos y la microbiota, han co-evolucionado durante
mucho tiempo con sus huéspedes mamiferos y actian como inductores de circuitos
inmunorreguladores. Esta hipoétesis tiene un fundamento logico dado que se sabe
gue los agentes infecciosos, incluidos los helmintos, son potentes moduladores de
la funcion de las células T y que la desregulacién de los subconjuntos de células T
(Thl y Th17) son fundamentales en los procesos de enfermedades autoinmunes
(48, 50). Cabe resaltar que se ha observado una asociacion inversa entre la

prevalencia de ciertos helmintos y las enfermedades autoinmunes (48).

Cuando se propuso la hipétesis de la higiene, los investigadores propusieron que
podia ser por una perdida en lo que anteriormente se llamaba el balance Th1/Th2
ya que si los parasitos promovian la respuesta Th2, el perfil inflamatorio Thl
disminuiria. Sin embargo esto no coincidié con la inmunorregulaciéon que se veia en
algunos modelos de respuesta alérgica, donde la sintomatologia e inflamacién fue
mejorada por la presencia de helmintiasis. Ultimamente se han hecho hallazgos que
sugieren el papel de muchos otros mecanismos efectores, principalmente las
células T reguladoras y macréfagos activados alternativamente, estos ultimos
involucrados en la reparacion de tejidos. Las helmintiasis cuentan con varios
mecanismos inmunoreguladores ya que interactlian con varios blancos celulares
como son los linfocitos B reguladores, linfocitos T reguladores, células linfoides y no
linfoides innatas (57).

17



4. Metodologia

4.1Hipbtesis

La inmunoregulacién inducida por parasitos ejerce efectos protectores sobre la

presentacion de autoinmunidad

4.2. Objetivos

4.2.1. Objetivo general

Analizar el efecto de la infeccidén por parasitos intestinales en la presentacion y
severidad de enfermedades autoinmunes y su relacibn con linfocitos

inmunorreguladores.

4.2.2. Objetivos especificos

1. Estudiar la relacion entre infeccidn por parasitos intestinales y enfermedades
autoinmunes mediante un disefo observacional de casos y controles.

2. Comparar la produccién de citoquinas inflamatorias entre pacientes con
artritis reumatoide y controles.

3. Comparar entre pacientes con AR y controles sanos, la frecuencia y
actividad funcional de poblaciones de células B reguladoras.

4. Comparar entre pacientes con AR y controles sanos la frecuencia de
poblaciones de células T reguladoras.

5. Estudiar el efecto modificador de la infeccién por parasitos en la relacién

entre linfocitos reguladores (B o T) y artritis reumatoide
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4.3. Disefio general

Este estudio hace parte de un macroproyecto titulado “Evaluacion de un
producto recombinante de Ascaris lumbricoides con capacidad
inmunomoduladora en el tratamiento de artritis reumatoide y lupus eritematoso
sistémico” Contrato 699-2017, financiado por COLCIENCIAS. Los resultados
expuestos en este trabajo de grado corresponden a una parte de los objetivos
propuestos. Se realizé un estudio analitico de casos y controles, el cual
contemplé dos fases: una epidemioldgica para evaluar la relacion entre la
infecciobn por parasitos intestinales y la presentacion de enfermedades
autoinmunes de tipo sistémico (artritis reumatoide y lupus eritematoso
sistémico) y una de estudios inmunolégicos donde se evalu6 en un sub-grupo a
conveniencia de participantes, la relacion entre citoquinas, linfocitos T y B
reguladores con la presentacion de artritis reumatoide, teniendo en cuenta la
infeccidén por parasitos intestinales como efecto modificador. Los participantes
del estudio se reclutaron en el Departamento de Bolivar (donde se esperaba una

alta frecuencia de parasitosis intestinales).
4.3.1 Criterios de seleccién de la muestra de estudio

» Criterios de inclusion: Sujetos entre 18 y 75 afios, residentes en el

Departamento de Bolivar.

» Criterios de exclusion: Pacientes que presentaban como comorbilidad otra
enfermedad autoinmune distinta a artritis reumatoide o lupus eritematoso
sistémico, mujeres embarazadas, pacientes con diagndstico de otras
poliartralgias inflamatorias, pacientes con otras enfermedades que causen
artritis y pacientes que presenten complicaciones extra-articulares de la artritis
reumatoide (vasculitis reumatoide, sindrome Felty, enfermedad pulmonar
asociada y neoplasias, entre otras). Sujetos que hayan recibido tratamiento anti-

helmintico en los Ultimos 6 meses.
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4.3.1.1. Identificacién de casos
Fuente de captacion

* Los pacientes con diagndstico de LES o AR fueron reclutados en la consulta
del reumatélogo colaborador del proyecto, Dr. Alvaro Moreno, la cual se lleva a
cabo en el Hospital Universitario del Caribe que actualmente es la entidad de

referencia mas grande de Bolivar y la costa Caribe colombiana.
Definicion de caso

* Individuos que residian en municipios del Departamento de Bolivar que
fueron diagnosticados con artritis reumatoide (cédigos CIE: M053, M058, M059,
MO060, M068 y M069) o lupus eritematoso sistémico (M321, M328, M329). Se
verificé en la historia clinica que tuviesen un diagndstico confirmado de alguna
de estas dos condiciones y que cumplieran con los criterios médicos
establecidos por el American College of Reumathology (ACR) para LES o el
ACR/EULAR 2010 para AR.

4.3.1.2. Seleccidon de controles
Definicién de control

* Individuos sanos que no tuviesen diagnostico de artritis reumatoide o lupus
eritematoso sistémico ni alergia, a los cuales se les realizdé una historia clinica

para descartar sospecha de estas enfermedades.

Los controles del estudio fueron personas con similitud en edad, sexo, estrato
socioeconémico y zona residencial de los casos seleccionados, los cuales no

tenian relacion familiar o vivan en el mismo lugar de residencia (pareados).
Registro y participaciéon en el proyecto

Para la participacion en el proyecto, tanto a los pacientes y controles se le solicito
firmar el consentimiento informado (Anexo 1), posteriormente se realizé una

historia clinica de control interno, cuestionarios de severidad de la enfermedad,
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calidad de vida y factores de riesgo para parasitosis y finalmente se procedi6 a

la toma de las muestras bioldgicas.

4.3.2. Obtencion de muestras bioldgicas:

Para el cumplimiento de los objetivos especificos del proyecto se solicitaron

diferentes muestras biolégicas a los participantes:

a.

Muestra de coprolégico en un frasco estéril para determinar la
presencia de parasitos intestinales en heces.
Muestra de sangre total para separacion de plasma usado para

medicion de anticuerpos

De un sub-grupo de participantes (AR: n = 24 y controles sanos: n = 25) se

obtuvo una muestra de sangre para estudios de inmunoldgicos:

a.

Muestra de sangre total para separacion de plasma usado para
medicion de citoquinas

En el caso de pacientes con artritis, se tomo sangre total la medicion
de VSG (velocidad de sedimentacion globular)

Muestra de sangre total para extraccion de PBMCs gradiente de Ficoll
e identificacion de poblaciones celulares (la descripcion de los
estudios inmunolégicos celulares se explica con claridad mas

adelante).

La toma de cada una de las diferentes muestras fue realizada en simultaneo

para poder realizar los analisis de correlacién entre variables.

4.3.3. Tamafo de la muestra

El calculo de tamafio de la muestra a priori para un estudio de casos y controles

independientes se realizd en el software EpiDat 3.1 (OPS, Xunta de Galicia). Se

tuvieron en cuenta como parametros:
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Proporcion de casos expuestos: 30,0%

Proporcién de controles expuestos: 60,0%
OR esperado: 0,286
Controles por caso: 2

Nivel de confianza: 95,0%

Esta se baso en la hipétesis de detectar diferencias en relacion con infecciones
helminticas, usando datos de personas sanas resultados de una investigacion
que realizamos en el municipio de Santa Catalina, Bolivar en 2015, en donde
encontramos que la frecuencia de ascariasis (la infeccion mas frecuente) para el
grupo de edad de 18 a 60 afios es de 60% (58). De los estudios disponibles en
la literatura que aportan datos de infeccion por helmintos en alguna de las dos
EA estudiadas, uno, relaciona la presencia de la filaria Oncocerca volvulus con
AR y encuentra que la frecuencia de infeccion en casos fue de 0% y en los
controles de 40%(59) vy, otro, publicado en Argentina, encuentra una prevalencia
de ascariasis de 2% en pacientes con AR(60). Dado que la ascariasis es mas
frecuente en nuestra poblacion que la reportada en estos paises de donde se
derivan los dos estudios, y que el efecto inmunosupresor de Ascaris es
probablemente mas leve, mantenemos la hipétesis de que la infeccién por
Ascaris es menos frecuente en los casos, pero con una tasa mas alta que los
estudios referenciados. Segun estos parametros, el nUmero de casos y controles
necesarios son: 47 casos y 87 controles.

4.3.4. Evaluacion clinica

4.3.4.1. Diagnostico de lupus eritematoso sistémico

El diagnéstico de la enfermedad se realizé de acuerdo a los criterios establecidos
por el American College of Reumathology (ACR) cuando se cumplen 4 de 11
(Anexo 2) (61).
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4.3.4.2. Diagnéstico de artritis reumatoide

Se debe tener en cuenta que, en la guia de practica clinica colombiana del
Ministerio de la Salud, para hacer el diagnéstico de la enfermedad se deben
cumplir los criterios de clasificacion establecidos por el ACR/EULAR 2010,
donde una calificacion mayor o igual a 6 puntos en los dominios otorga un

diagnadstico definitivo de AR (Anexo 3).
4.3.4.3. Evaluacion clinica de severidad de la enfermedad

Los pacientes reclutados fueron evaluados por un médico entrenado en
reumatologia por el mismo médico reumatologo vinculado al proyecto (Dr. Alvaro
Moreno). Luego, se aplicaron otros cuestionarios por un meédico general
entrenado por reumatologo, para evaluar el estado actual de la actividad de la

enfermedad y la capacidad funcional.
DAS-28 (Disease activity score)

La escala de severidad para medir la actividad de la enfermedad empleada fue
el DAS-28 (Anexo 4.). Este se ha consolidado como variable fundamental para
valorar la actividad de la artritis reumatoide y es el principal parametro utilizado
para establecer decisiones terapéuticas en esta enfermedad, incluidas el inicio
y el cambio de tratamientos. El puntaje obtenido en cada paciente se calculd
mediante el uso de una calculadora especial (http://calc.artritis-il6.es/das28) de

la compafiia Sanofi donde se ingresan los siguientes parametros:

e Numero de articulaciones inflamadas y numero de articulaciones
dolorosas teniendo en cuenta 28 articulaciones: mufecas,
metacarpofalangicas, interfalangicas proximales, codos, hombros vy
rodillas

e VSG (mm/h)

e Evaluacion general subjetiva de la actividad de la enfermedad realizada

por el paciente mediante la escala analdgica visual (VAS, rango 0-100).
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De acuerdo con el célculo, los pacientes se categorizaron de la siguiente

manera:

Tabla 2 Clasificacion de la severidad de la artritis reumatoide segun la escala DAS28

Puntaje Interpretacién clinica
DAS28<2.6 Remision
DAS28 22.6y < 3.2 Actividad de la enfermedad baja
DAS28 >3.2y<5.1 Actividad de la enfermedad moderada
DAS28>5.1 Actividad de la enfermedad alta

Para efectos de los andlisis de actividad de la enfermedad se tom6 como punto
de corte para baja actividad un valor de 3.2 o menos en la escala de DAS28 y
para enfermedad activa (sea moderada o severa) un valor mayor a este punto

de corte.
HAQ (Health Assessment Questionnarie)

El HAQ fue desarrollado inicialmente en 1978 por James F. Fries y cols en la
Universidad de Stanford. Se ha convertido en un instrumento para la evaluacion
de la capacidad funcional del paciente. El cuestionario de discapacidad del HAQ
consta de 20 items que evaluan el grado de dificultad (discapacidad fisica) auto-
percibida para realizar 20 actividades de la vida diaria agrupadas en 8 areas:
vestirse y asearse, levantarse, comer, caminar/pasear, higiene personal,
alcanzar, prension y otras actividades. El resultado se obtuvo mediante el uso
de una calculadora especial (http://calc.artritis-il6.es/das28) de la compafia
Sanofi. La puntuacioén resultante del calculo oscila entre 0 (min. incapacidad) y

3 (max. Incapacidad). (Anexo 5)
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4.4. Metodologia especifica

4.4.1. Coproanélisis

Las muestras para coproandlisis se obtuvieron por evacuacion espontanea, fueron
recolectadas en viales de plastico, limpios y secos rotulados con el nhombre del
participante, almacenadas a 4°C y procesadas en un tiempo no mayor a las 12 horas
después de recolectadas. Por frotis en fresco con solucion salina al 0,85% y tincion
con Lugol se identificaron los trofozoitos y quistes de protozoarios intestinales y por
método Kato-Katz se identificaron las larvas y el conteo de huevos por gramo de
heces de helmintos. El conteo de huevos de helmintos se realizO mediante el
meétodo Kato Katz utilizando un kit comercial (Copro Kit, C&M Medical, Campinas,
Brasil). Los resultados se expresaron como huevo por gramo de heces (p. Ej.). La
presencia de trofozoitos, quistes, larvas o huevos se consideré diagnéstico de

infeccion activa.

4.4.2. Estudios inmunoldgicos

4.4.2.1. Determinaciéon de sensibilizacién a Ascaris lumbricoides

Los niveles especificos de IgE en plasma para el extracto de A. lumbricoides se
detectaron por duplicado mediante el ensayo indirecto de inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA) ya estandarizado en el |Instituto de Investigaciones
Inmunoldgicas(62). Brevemente, cada pocillo se revistié con 1 pg de extracto diluido
en buffer de Carbonato/Bicarbonato de sodio (pH 9,6). Las placas de microtitulacion
(IMMULON 4HBX, Thermo Fisher Scientific) se incubaron durante la noche a4 ° C
en una camara humeda, se lavaron cinco veces (PBS pH 7,4, Tween 20 al 0,1%) y
se bloquearon con albumina de suero bovino (BSA) al 1% por 3 horas a temperatura
ambiente (RT). Las placas se lavaron nuevamente y se agregaron muestras de
plasma (diluidas 1: 5) y se incubaron durante la noche a RT en una cdmara humeda;
luego se lavé y se incub6 durante 2 horas con conjugado de IgE-fosfatasa alcalina
anti-humana (Sigma) diluido 1: 500 y desarrollado con sustrato de fosfato de
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nitrofenilo (1 mg/mL; Sigma) diluido en dietanolamina al 10%, MgCI2 0,5 mM. La
reaccion se leyo a los 30 minutos y se midid la absorbancia a 405 nm en un
espectrofotometro (MultiSkan GO, Thermo Scientific). Se utilizaron plasmas de
control positivo y negativo en cada experimento y PBS como control para la union
no especifica del conjugado de anti-IgE humana con fosfatasa alcalina. Los valores
de corte para definir respuestas de IgE positivas 0 negativas a al extracto se
calcularon como la densidad 6ptica media (media OD) de 4 controles negativos (dos

plasmas de Colombia y dos europeos) + 3 SD (desviacidon estandar).

4.4.2.2. Determinacién de concentraciones de citoquinas en sueros de casos
y controles

La determinacién de citoquinas en los plasmas de las casos y controles se realizo
utilizando el estuche BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory
Cytokines Kit [Interleuquina-8 (IL-8), IL-12p70, IL-1pB, IL-6, IL-10, Factor de necrosis
tumoral (TNFa)] (N° Cat. 551811, BD, Estados Unidos). El procedimiento se realizd
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Durante el procedimiento, se
mezclaron las perlas de captura de las citoquinas con los estandares
recombinantes, los plasmas de los sujetos del estudio y se incubaron con los
anticuerpos de deteccion conjugados con PE para formar los complejos sandwich.
La intensidad de la fluorescencia de PE de cada complejo sandwich revela la
concentracion de cada citoquina. Después de adquirir los resultados utilizando el
sistema FACS-ARIA Ill (BD, Estados Unidos), los resultados se analizaron en el

programa FCAP ArrayTM Software version 3.0.

4.4.2.3. Identificacion de poblaciones celulares por citometria de flujo

4.4.2.3.1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica,
congelaciéon y descongelacion

Se extrajeron las células mononucleares en sangre periférica para la caracterizacion
de linfocitos T y B reguladores. La extraccion de células mononucleares realizé

usando un método de separacion Ficoll por gradiente de densidad. Se extrajo
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sangre periférica en tubos heparinizados. Posteriormente, las muestras se diluyeron
en PBS y Ficoll Histopaque (Sigma Aldrich, Ref 10771) en una relacion 1:1:1 y
centrifugadas por 20 minutos a 800 g con el fin de visualizar y extraer la capa de
células mononucleares. Las células fueron lavadas 2 veces con 25 mL de
PBS/EDTA, y resuspendidas en 2 mL de RPMI (Sigma Aldrich, Ref 8758)
completado con Penicilina/Estroptomicina, Vitaminas y Piruvato (5ml, 10 mly 50 ml
para 500 ml de RPMI, respectivamente) y 1 mL de medio de congelacion (80% suero
bovino fetal inactivado y 20% dimetilsulféxido DMSO). Las muestras fueron
almacenadas en crioviales de 2 mL y refrigeradas a -70 grados con un contenedor
de congelamiento (Thermo Scientific™ Mr. Frosty™ Freezing Container) para poder
refrigerar las células a -1 grado °C/minuto. La descongelacion de los viales
almacenados se realizo a 37C° en bafio de maria. Posteriormente fueron lavadas
dos veces con medio RPMI completo y centrifugadas 10 min a 300g en 8°C.
Después de ser acondicionadas, la suspension celular fue puesta en movimiento
rotacional 180 grados durante 30 minutos a 4°C. Finalmente se contaron las células
en la camara de Neubeur y se preparan para su tincion (identificacion de Tregs) o

cultivo (identificacion de Bregs)

4.4.2.3.2. Identificacién de poblaciones de células B reguladoras

Este trabajo logro la estandarizacion de este protocolo de identificacion de células
B reguladoras en sangre periférica. En breve, se sembraron en placas de 24 pozos
(Corning ref. 3526) con las células a una concentracion (1x10° cells/mL). Estas
células fueron estimuladas con 0.5 uM de CpG (ODN 2006) (Ref. 130-100-105.
Miltenyi Tech (Stock 100uM)) (el cudl estimula la produccion de IL-10 en linfocitos
B por medio del TLR-9) y como control negativo, las mismas células sin estimular.
Se incubaron por 72 horas en CO2 a 37°C. Cuatro horas antes de finalizar el periodo
de estimulacion, se agregaron los estimulos de PMA (SIGMA P8139) / lonomicina
(SIGMA 10634) para generar la produccion de citoquinas y dos horas antes la
Brefeldina A (SIGMA B6542) para inhibir la excrecién de las mismas y asi detectar

intracelularmente las citoquinas generadas por las células.
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4.4.2.3.2. Tincidon con anticuerpos monoclonales de superficie y citometria de
flujo

Para la caracterizacion de células B y T reguladoras, las células fueron tefiidas con
un panel de anticuerpos monoclonales unidos a fluorocromos contra los marcadores
de superficie e intracelulares. Para determinar viabilidad las células se tifieron con
el marcador eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 780 (cat: 65-0865-14)
diluido 1uL (FVD): 4000 uL (PBS). Se incubaron durante 20 minutos a 2-8 ° C,
protegidas de la luz. Las células fueron lavadas 1 veces con Stain Buffer (FBS) (BD,
Biosciences, Ref 554657) y centrifugadas a 300g por 5 min a 4°C. Luego se agrego
a la suspension celular el mix de monoclonales de marcadores de superficie (cada
panel descrito mas adelante). Se incubaron por 20 min en oscuridad a 4°C. Se
lavaron  nuevamente con  StainBuffer. Se afiadi6 el Dbuffer de
Fixation/Permeabilization solucion (Ref. 554722) y se dej6 incubando por 20min a
4°C. Se lavaron las células con PermWash Buffer (1X) (Ref. 554723). Se agreg6 a
la suspension celular los monoclonales de marcadores intracelulares. La lectura de
las células se realiz6 usando el equipo FACS Aria Il (BD Biosciences). El analisis
se realizo usando el software de analisis de citometria de flujo Kaluza (Beckman
Coulter Inc). En el Anexo 6. se desglosan los paneles de anticuerpos de superficie

e intracelulares evaluados.

4.4.2.3.3. Determinacién de citoquinas en sobrenadantes de cultivo de PBMCs

Los sobrenadantes de los cultivos se recogieron para determinacién de produccion
de citoquinas. Se determinaron las concentraciones de las citoquinas utilizando el
estuche BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines Kit
[Interleuquina-8 (IL-8), IL-12p70, IL-1B, IL-6, IL-10, Factor de necrosis tumoral
(TNFa)] (N° Cat. 551811). El procedimiento se realiz0 de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Durante el procedimiento, se mezclaron las perlas
de captura de las citoquinas con los estandares recombinantes, los sobrenadantes
de los cultivos de PBMCs de los sujetos del estudio y se incubaron con los

anticuerpos de deteccidon conjugados con PE para formar los complejos sandwich.
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La intensidad de la fluorescencia de PE de cada complejo sandwich revela la
concentracion de cada citoquina. Después de adquirir los resultados utilizando el
sistema FACS-ARIA Ill (BD, Estados Unidos), los resultados se analizaron en el

programa FCAP Array TM Software version 3.0.

4.5 Andlisis estadistico

A pesar que el estudio se realizé con casos y controles pareados por clasicas
variables confusoras, el analisis de los datos se hizo como muestras
independientes. La mayor parte de los analisis estadisticos se realizaron con SPSS
version 13.0 (Chicago, IL, EE. UU.). Dado que la mayor parte de las variables no
guardaban una distribucion gaussiana, se emplearon métodos no paramétricos para
los andlisis. Las pruebas bivariadas incluyeron el Chi-cuadrado de Pearson para
comparar variables categoricas y la prueba de Mann Whitney o Kruskal Wallis para
comparar variables continuas entre dos o mas grupos, respectivamente. Se
consideré estadisticamente significativo un valor de p <0.05. La mayor parte de los
graficos se generaron con el software GraphPad Prism version 8.

Los andlisis de correlacién se hicieron por Spearman entre variables continuas y se
graficaron con el paquete CorrPlot con el software R. Para confirmar algunas
asociaciones encontradas mediante analisis bivariados, se evaluaron, de acuerdo
con la naturaleza de los datos, en modelos de regresion multivariados ajustados por
potenciales agentes de confusion. Para variables dependientes de tipo categdricas,
se empled regresién logistica con el fin de encontrar el efecto ajustado de las
posibles co-variables modificadoras del efecto de interés basados en el analisis
bivariado, con aquellos predictores con un valor p<0,1 en las pruebas de asociacion,
incluyendo siempre edad y género como posibles variables de confusion. Para las
variables continuas dependientes, se emplearon modelos lineares generalizados
(GLM), utilizando las distribuciones mas apropiadas las cuales se seleccionaron a

partir de su exploracion con el paquete fitdist en R y criterios de bondad de ajuste.
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4.6 Consideraciones éticas

Se considero la normatividad nacional vigente en materia de investigacion en salud,
para el disefio del presente estudio. A continuacion se realizan algunas

consideraciones pertinentes:

De acuerdo al articulo 11 de la resolucion 8430 de 1993 expedida por el Ministerio
de Salud "Por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas
para la investigacion en Salud", este trabajo se clasifica como Investigacion con
riesgo minimo, al realizar registro de datos a través de procedimientos comunes,
gue en este caso es un examen coprolégico y toma de una muestra de 30 mL sangre

para hacer estudios in vitro de citometria de flujo por un médico entrenado.

Todos los sujetos fueron invitados a participar de forma voluntaria y se les informé
gue los datos recolectados serian tratados de forma andnima, solo utilizados con
fines académicos. Unicamente, el equipo de investigacién tuvo acceso a la
informacion registrada en las bases de datos creadas. Ademas, se adhiri6 a las
normas cientificas internacionales, protocolo de Helsinki y principios de Belmont.
Los sujetos de estudio firmaron un consentimiento informado detallado en el (Anexo
1). Esta investigacion ha sido aprobada por el Comité de Etica de la Universidad de
Cartagena (Proyecto: Evaluacion de un producto recombinante de Ascaris
lumbricoides con capacidad inmunoduladora en el tratamiento de la artritis
reumatoide y lupus eritematoso sistémico. Investigador Principal: Josefina Zakzuk.
Cddigo: 1107-74455079. Contrato: 699-2017) (Anexo 7).
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5. Resultados

5.1. Caracterizacién sociodemogréfica de la poblacion de estudio

En principio, para analizar si existia una relacion entre la infeccion activa por
helmintos y la presentacion de enfermedades autoinmunes de tipo sistémico, se
compard la frecuencia de estas infecciones entre un grupo de pacientes con artritis
reumatoide (n = 31) o lupus eritematoso sistémico (n=21), seleccionados en de la
consulta externa de Reumatologia y controles sanos escogidos de forma pareada
(n=87). Los pacientes y controles sanos provenian de la zona urbana de Cartagena
(52%) o de distintos municipios del Departamento de Bolivar. Como se indica en la
Tabla 3., no hay diferencias significativas entre las caracteristicas

sociodemogréficas de los grupos de estudio.

Tabla 3. Caracterizacion sociodemografica de la poblacion de estudio

Variable Casos AR (n=31) LES Controles p-
(n=52)* (n=21) (n=87)* valor
Edad (media + SD) 48,6 + 13,7 55,8 +11,3 379+9,1 495+ 16,4 0,33
Sexo (F) 90,4% 87,1% 95,3% 93,1% 0,45
Tipo de residencia
Urbano 52% 51,6% 52,4% 63,2% 0,43
Rural 48% 48,4% 47,6% 36,8%
Parasitosis 4(7,6%) 3 (9,7%) 1 (4,8%) 15 (17,6%) 0,102*
Protozoarios 3(5,7%) 2 (6,5%) 1 (4,8%) 15(17,6%) 0,046*
Helmintos 1(1,9%) 1 (3,2%) 0 (0%) 0 N.D.

(*) El valor de p corresponde a la comparacion entre casos y controles. Test empleado: Chi-cuadrado.

De forma general se observo una baja frecuencia de parasitosis intestinales (13,9%;
IC95%: 7,6 — 19,7) siendo mas frecuentes las causadas por protozoarios (13,3%).
Los casos presentaron una menor frecuencia de parasitosis intestinal en
comparacion con los controles, pero la diferencia no fue estadisticamente
significativa (17.6% vs 7,6%; p=0,102). Al comparar las frecuencias de infecciones

por protozoarios entre casos y controles, se hallé una diferencia significativa (17,6%
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vs 5,7%; p=0,046). En un modelo de regresion logistica, ajustado por potenciales
agente de confusidn, la infeccion por protozoarios se mantuvo asociada de manera
inversa con la presentacion de enfermedades autoinmunes (ORajustado: 0,27; 1C95%:
0,07 -0,99, p = 0,049) (Tabla 4). Como unicamente se detecté un caso de
helmintiasis (Strongyloides stercoralis) en una paciente con artritis reumatoide no

se realizaron andlisis estadisticos de esta variable.

Tabla 4. Relacion entre infeccién por protozoarios y enfermedades autoinmunes de tipo sistémico

95% C.I. OR
O.R. : : p-valor
Inferior Superior

Infeccion por

0,271 0,074 0,994 0,049*
protozoo
Edad en afios 0,990 0,967 1,014 0,408
Ambiente (Rural) 1,726 0,826 3,604 0,146
Género (F) 0,692 0,193 2,484 0,572

Modelo de regresion logistica bivariada. Variable dependiente: diagndstico de artritis reumatoide.
*valor estadisticamente significativo

5.2. Frecuencia e intensidad de respuesta al extracto de Ascaris lumbricoides

Dada la baja presentacion de helmintiasis, se decidié evaluar como marcador
indirecto de infeccion pasada por Ascaris lumbricoides, el estado de sensibilizacién
al helminto mediante prueba de IgE por ELISA. La frecuencia de sensibilizacion de
la muestra fue 59,2%. La sensibilizacion para cada grupo pacientes con AR, LES y
controles fue 78,5%, 47,1% y 52,8%, respectivamente. No se encontré asociacion
significativa entre sensibilizacion a A. lumbricoides y la condicién de autoinmunidad
(p=0,16). Sin embargo cuando se realiz6 el analisis independiente por cada
enfermedad se encontré6 una asociacion directa entre la sensibilizacion y AR
(p=0,023). En contraste, no se encontré ninguna asociacion cuando se compararon

los pacientes con LES con los controles sanos (p=0,67) (Figura 1).
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Figura 1. Frecuencia de sensibilizacion a A. lumbricoides. Comparacion de las frecuencias de
sensibilizacion entre casos y controles (A) y comparacién por grupos respecto a los controles (B).
Chi-cuadrado. n.s = no significativo.

En un modelo de regresion logistica, ajustado por potenciales agente de confusion,
la sensibilizacion IgE a Ascaris se mantuvo asociada directamente con la
presentacion de AR (ORajustado: 3,9; 1C95%: 0,16 — 12,05, p = 0,049) (Tabla 5.)

Igualmente se encontraron diferencias significativas en la intensidad de la respuesta
IgE a Ascaris. Al comparar de los 3 grupos por la prueba de Kruskal Wallis se
observé que existian diferencias entre ellos (p=0,003). En un andlisis post-hoc se
determiné que las O.D de los pacientes con pacientes con AR eran mayores en

comparacion con los controles sanos (p=0,004) pero no en los pacientes con LES
(Figura 2).
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Tabla 5 Relacion entre sensibilizacién a Ascaris y presentacion de artritis reumatoide. (*) valores de

p significativos para el modelo.

Variable O.R. 95% C.I. para O.R. p-valor
Inferior Superior
Sensibilizacién a 3,893 1,257 12,054 0,018*
Ascaris
Edad 1,042 1,004 1,081 0,028*
Ambiente(R) 0,601 0,214 1,689 0,334
Género(F) 0,558 0,089 3,512 0,534

Modelo de regresion logistica bivariada. Variable dependiente:

*valor estadisticamente significativo
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diagndstico de artritis reumatoide.

Figura 2. Intensidad de la respuesta a A. lumbricoides entre casos y controles. Se realizd un

analisis de los tres grupos por prueba de Kruskal-Wallis. Los valores de p representados

corresponden al analisis post-hoc de las variables en comparacién con el grupo control.

5.3. Evaluacioén de larespuesta inmunoldgica en pacientes con artritis

reumatoide y controles sanos.

Para efectos de esta tesis de maestria, se estudid la relacion entre la artritis

reumatoide y poblaciones de linfocitos reguladores. Se selecciond un sub-grupo de

casos y controles, a quienes se le determinaron niveles de citoquinas en plasma y
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cultivos de PBMC y se les identificaron poblaciones asociadas con regulacion del

sistema inmune y que pudiesen jugar un papel en la patogénesis de la enfermedad,

gue ademas pudiesen estar afectadas por la presencia de parasitosis por helmintos

0 protozoarios. En la Tabla 6 se presentan el resumen de las caracteristicas tanto

demogréficas como clinicas (en caso de los pacientes) del subgrupo. En el Tabla

suplementaria 1 se pueden observar las caracteristicas clinicas detalladas de cada

uno de los pacientes.

Tabla 6. Caracteristicas del subgrupo de analisis de variables inmunolégicas

Variable AR (n=25) Controles (n=24)

Edad en afios (media +SD) 56,8 (£12,2) 47,3 (x15,2)

Sexo (n, % F) 23 (88) 23 (95,8)

Residencia (% urbano) 13 (52) 13 (54)

Infeccion por parésitos (n, %) 2(8) 7(29)

Tratados (n, %) 20 (80) N.A.
FARMESs 19 (68) N.A.
Corticoide 14 (58) N.A.
Anti-TNFa 4 (13) N.A.

DAS-28 (mediana, rango) 3,8 (1,46 - 6,53) N.D

Enfermedad activa (DAS28>3.2) 17 (68%) N.A

VSG (mediana, rango) 31 (8-114) N.D

Dolor, VAS (mediana, rango) 10 (0-80) N.D

HAQ (mediana, rango) 0,88 (0-2,38) N.D

AR: artritis reumatoide; SD: desviacion estandar; VSG: velocidad de sedimentacion globular; VAS:

escala visual analoga del dolor; HAQ: evaluador de la calidad de vida; FARMEs: farmacos

antirreumaticos modificadores de la enfermedad; N.A: no aplica; N.D: no detectado.

35



5.3.1. Diferencias en el perfil de citoquinas inflamatorias en plasma de
pacientes con artritis reumatoide frente a controles sanos

Para determinar el estado inflamatorio basal de los participantes del estudio se
midieron en plasma citoquinas inflamatorias. Se observaron niveles
significativamente mas altos de IL-8 (5,8 vs 4,7 pg/mL; p=0,037) e IL-6 (8,6 vs 2,6
pg/mL; p=0,005) en los pacientes con AR que en los controles. Algunas citoquinas
fueron detectables en pocos pacientes (TNF, IL-12p70 e IL-13) o completamente

indetectables (IL-10) razon por la cual no pudieron ser comparadas. TNF-a no fue

detectable en ningun control, pero si en 5 pacientes (Figura 3).
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Figura 3. Diferencias en el perfil de citoquinas inflamatorias entre pacientes con artritis
reumatoide y controles. AR: artritis reumatoide, HC: controles. Prueba de Mann-Whitney (AR:
n=25 vs controles: n=21). Las citoquinas de la fila inferior no se compararon dada la gran cantidad
de datos indetectables.
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Las concentraciones séricas de IL-6 e IL-8 no se correlacionaron con pardmetros
clinicos de severidad. Sin embargo, al usar la categoria de actividad baja vs
moderada/severa (determinado por DAS28) se encontraron asociaciones en
direcciones opuestas con estas citoquinas. La IL-6 fue mayor en aquellos con
enfermedad activa comparada con aquellos que tenian baja actividad (p=0,046).
Por el contrario, la IL-8 fue mé&s alta en los que tenian la enfermedad leve (p=0,03)
(Figura 4). Dado que la actividad de la enfermedad define el uso de los
medicamentos, es probable que estos influyan en los niveles basales de estas
citoquinas. Por esta razon, se exploraron las diferencias en las mismas de acuerdo
con el uso de terapia antirreumética. Los niveles séricos de IL-8 fueron mayores en
aguellos que tomaban corticoides orales (5,6 pg/mL, IQR: 4,4 vs 4,9 pg/mL, IQR:
1,4; p=0,015). El grupo de pacientes que recibia terapia con metotrexate
presentaron menores concentraciones de IL-6 (3,3 pg/mL, IQR: 2,7 vs. 10,3 pg/mL,
IQR: 11,8; p=0,046). Para aclarar la relacion entre estos factores, se corrid un
modelo linear generalizado (GLM), usando una distribucion gamma, para definir las
asociaciones de estos con los niveles de las citoquinas. Se encontré que los niveles
séricos de IL-8 estan asociados al uso de corticoides orales (Beta:-1,59; ES: 0,81;
p = 0,049) y FARMEcs (Beta: -1,43; ES: 0,78; p = 0,067) y no a la severidad de la
enfermedad (Beta: 0,83; ES: 0,79; p = 0,30), mientras que la IL-6 se mantuvo
positivamente asociada a la enfermedad (Beta: 0,81 ES: 0,40, p = 0,046).
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Figura 4. Diferencias los niveles de citoquinas séricas en pacientes con artritis reumatoide de acuerdo
con el estado de actividad de la enfermedad. Prueba de Mann-withney (AR: n=25).

5.3.2. Identificacién de poblaciones de linfocitos reguladores en pacientes
con artritis reumatoide y controles sanos

5.3.2.1 Evaluacion de linfocitos B reguladores productores de IL-10

Se determinaron las frecuencias de sub-poblaciones de linfocitos B reguladores por
marcadores de superficie de membrana y ademas se evalud la funcionalidad de
estos en término de produccion de la citoquina IL-10 después de ser estimulados
con un agonista del TLR-9 (CpG). En la Tabla 7 estan descritos los fenotipos de las
poblaciones a evaluar. La estrategia de seleccion de las poblaciones se muestra en
el Figura S1.
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Tabla 7 Poblaciones de Bregs evaluadas en este estudio

Fenotipo Marcadores
B10 CD3CD19°IL10*
Inmaduras CD3CD19*CD24"CD38"
B10/Pro-B10 CD3CD19*CD24"CD27*
Brl CD3CD19°CD25'CD71*CD73
CD5*CD1d* CD3CD19*CD5*CD1d"

No se encontraron diferencias en la frecuencia relativa de linfocitos B (LB CD19+)
entre los grupos. Cuando se compararon las frecuencias de LB CD19+
CD24NCD27* (7,9% vs 6,2%), CD24"NCD38" (5,6% vs 4,2%) tendieron a ser
mayores en los controles; sin embargo, Unicamente la diferencia fue significativa
para la poblacion de LB CD19+CD25*CD71*CD73" (23,4% vs 15,8%, p=0,008)
(Figura 5). En contraste, la poblacién de células CD5+CD1d+ presento frecuencias

mayores en los casos (1,7% vs 1,5%) sin ser significativa la diferencia.
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Figura 5. Frecuencia de subpoblaciones de linfocitos B reguladores estimulados con CpG. Se
compararon entre pacientes (n=20) y controles (n=21) las frecuencias relativas de estas

Comparacion por test de Mann-Withney

No se encontraron diferencias entre casos y controles cuando compararon los
linfocitos B que producian IL-10 (B10; CD19*IL-10%). Sin embargo, se pudo observar
una frecuencia un poco mas elevada en los controles que en los casos. De igual
forma se observd al analizar las subpoblaciones de CD19+ con los fenotipos

descritos como regulador (Figura 6).
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Figura 6. Evaluacion de funcionalidad en la produccién de IL-10 de linfocitos B. Se compararon entre
pacientes (n=20) y controles (n=21) las frecuencias relativas de estas. Comparacién por test de
Mann-Withney

5.3.2.2 Relacién entre linfocitos B reguladores y citoquinas inflamatorias en
plasma.

Al realizar estudios de correlacion entre los niveles de citoquinas detectables en con
las poblaciones de Bregs se encontr6 que la concentracion de TNF-a se
correlacionaron inversamente con las poblaciones de CD19+ productoras de IL-10
con los fenotipos CD25*CD71*CD73(r=-0,33; p=0,036) y CD5*CD1d*(r=-0,34;
p=0,034). Por otro lado, la concentracion IL-6 se correlacion6é de manera inversa
con la frecuencia de linfocitos B productores de IL-10 (B10; CD19*IL-10%) (r=-0,35;
p=0,027) y las frecuencias de CD19*CD24"CD27* (r=-0,51; p=0,001). De igual
forma, las concentraciones de IL-8 mostraron una relacién inversa con las
frecuencias de linfocitos B10(r=-0,31; p=0,046) y con las frecuencias de
IL10*CD25*CD71*CD73(r=-0,42; p=0,007).
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Figura 7. Correlacién entre concentraciones de citoquinas en plasma vs. células B estimuladas con

CpG (n=20). Los circulos marcados (x) indican las correlaciones no significativas (p >0.05).

Spearman test.
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5.3.2.3 Relacién entre linfocitos B reguladores y variables clinicas.

Se analizaron las correlaciones de los parametros clinicos con las poblaciones de

Bregs (Figura 8). Se encontré correlacion negativa entre la capacidad funcional
(medida por HAQ) con la frecuencia de LB IL-10*CD38"CD24" (rho = -0,62;

p=0,003) (Figura 9). De igual forma, el niumero de articulaciones inflamadas mostr6

la misma direccién en la relacién con la frecuencia de células B10 (r = -0,47;

p=0,038) (Figura 9).
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Figura 8. Correlacién entre variables clinicas y linfocitos B reguladores (n=20). Los circulos

marcados (x) indican las correlaciones no significativas (p >0.05). Spearman test.
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5.3.2.4 Relacion entre linfocitos B reguladores y parasitosis intestinal

Al comparar en la muestra completa si existian diferencias entre la frecuencia de
Bregs de acuerdo al estado de infeccion, solamente se encontraron resultados
significativos en relacion con la poblacién de LB CD25+CD71+CD73- (infectados:
26% vs No infectados: 17%; p=0,032) (Figura 10). Esta diferencia también se
observa cuando se categoriza solo por la infeccién con protozoarios (p=0,02). Cabe
resaltar que, a pesar de no ser significativa la diferencia, cuando se compara la
produccion de IL-10 en estos dos grupos se observan mayores frecuencias de estas
Bregs en los parasitados (datos no mostrados). No hubo diferencias significativas
en las poblaciones de linfocitos B reguladores entre sensibilizados y no

sensibilizados al helminto A. lumbricoides.
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Figura 10. Diferencias en una subpoblacion de linfocitos B respecto al estado de parasitario. Se

compararon entre infectados (n=9) y no infectados (n=32) las frecuencias relativas de estas células.
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El analisis multivariado indicé que el efecto principal en la frecuencia de Bregs
estaba determinado por la condicion de autoinmunidad. No obstante, la relacién de

la infeccidn por protozoarios estuvo cercana a la significancia (p = 0,06) (Tabla 8).

Tabla 8 Modelo GLM: Factores influyentes en la frecuencia de linfocitos B CD25+CD71+CD73+

Predictor Beta Error estandar p-valor
Diagnoéstico de AR -6,404 3,1553 ,042*
Ambiente rural (vs. Urbano) ,971 2,9997 , 746
Infeccién por protozoarios 7,560 4,0010 ,059
Edad (afios) ,135 ,1099 ,219

Modelo de GLM corrido con una distribucion lineal de la variable independiente y un enlace de
identidad.

5.3.2.5. Efecto del tratamiento y actividad de la enfermedad en las poblaciones
de linfocitos B reguladores

Se analizé el efecto del tratamiento en los pacientes sobre estas poblaciones
celulares. No se encontraron diferencias significativas entre el grupo de pacientes
tratados y no tratados. Para saber si algun tratamiento especifico pudiese tener este
efecto en las poblaciones, los pacientes se categorizaron en los distintos grupos
segun el tratamiento que recibian; sin embargo, ninguna de las terapias tuvo

diferencias en las frecuencias de linfocitos B reguladores o su produccién de IL-10.

Los pacientes se categorizaron en relacion a si tenian enfermedad activa (DAS-28
> 3,2). No se encontraron diferencias significativas entre estos dos grupos respecto
a las poblaciones células B reguladoras.
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5.3.3. Identificacién de linfocitos T reguladores en casos y controles.

La deteccién de linfocitos T reguladores se hizo a través de marcadores de
superficie (CD25, CD127) e intracelulares (FoxP3). Al comparar los pacientes con
AR frente a los controles se encontraron diferencias significativas en las frecuencias
de los linfocitos T reguladores identificados con los marcadores
CD4*CD25*CD127'"°%- siendo menores en casos que en controles (1,8% vs 2,6%;
p=0,029). No se encontraron diferencias significativas cuando se us6 el marcador

FoxP3 para identificar las distintas poblaciones (Figura 11).
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Figura 11. Frecuencia de linfocitos T reguladores en sangre periférica de casos y controles. Se
compararon entre pacientes (n=25) y controles (n=24) las frecuencias relativas de estas

poblaciones de Tregs calculadas a partir del total de linfocitos CD3+CD4+

No se encontrg diferencias en las frecuencias cuando se categorizaron los sujetos
de acuerdo con el estado parasitario. La condicion de sensibilizacion tampoco

mostré diferencias en la frecuencia de estas células
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La condicion de tratamiento evidencié tener un efecto sobre las células T
reguladoras, donde los pacientes tratados presentaron mayor frecuencia de células
CD25*Foxp3* (0,6% vs 1,3%; p=0,036). La diferencia en esta poblacién no se
mantuvo cuando se analizaron las categorias de terapias especificas, sin embargo
con el uso de FARMES se encontraron diferencias en la poblacién CD25*CD127'ow-
siendo mayor la proporcion en los que no tenian terapia con este tipo de
medicamentos (2.6% vs 1.6%; p=0,015).

No se encontraron diferencias en los grupos donde los pacientes presentaban
remision o actividad leve en comparacion con los de actividad moderada/alta.

La frecuencia de células CD25+CD127low/-, se correlacionaron significativamente
con las concentraciones de IL-8 en plasma (Spearman Rho=-0,30; p=0,04). En
referencia a las variables clinicas, Unicamente se encontrd correlacion entre el

namero de articulaciones inflamadas y los linfocitos CD25+FoxP3+.

La correlaciéon entre poblaciones de Bregs con Tregs evidenciaron una asociacion
entre las B10 (CD19+IL10+) con las CD25+CD127low/- (Rho=0,3; p=0,026) (Figura
12)
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Figura 12. Correlacion entre Tregs y Bregs (n=41). Spearman test.
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5.3.4. Determinacion de citoquinas en cultivos de PBMC tratados con CpG

No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de citoquinas
de los sobrenadantes de casos y controles. La comparacion entre parasitados y no
parasitados tampoco exhibio diferencias significativas, ni la sensibilizacion a Ascaris
lumbricoides. No se encontraron correlaciones significativas entre las
concentraciones en plasma de las distintas citoquinas con las producidas por las
células PBMC en los sobrenadantes.

Las correlaciones de las poblaciones de Bregs con las citoquinas detectadas en el

sobrenadante se muestran en la Figura 13.

Las concentraciones de TNF-a se correlacionaron positivamente con la poblacion
IL10+CD24hiCD27hi  (Rho=0,4; p=0,011) vy negativamente con las
IL10+CD5+CD1d+ (Rho=-0,43; p=0,006). La IL-1[3 presento correlaciones negativas
con casi todos los fenotipos de poblaciones de Bregs siendo significativas las
encontradas con B10 (Rho=-0,38; p=0,015), CD24hiCD27 (Rho= -0,33; p=0,034),
IL10+CD25+CD71+CD73- (Rho=-0,35; p= 0,023) y la mas fuerte con
IL10+CD5+CD1d+ (Rho=-0,58; p< 0,001). Finalmente, la IL-8 se correlacion6
Gnicamente con la poblacion IL10+CD38hiCD24hi (Rho=-0.34, p=0.03).

Los niveles de IL-10 se correlacionaron positivamente con el porcentaje de LB
IL10+CD24hiCD27+ (Rho= 0,36; p=0,021), pero negativamente con las frecuencias
de CD24hiCD27 (Rho= -0,39; p=0,013) y de CD5+CD1d+ (Rho= -0,45; p=0,003).
Respecto a los niveles de IL-6 tuvieron el mismo comportamiento que la IL-10, estos
mostraron una correlacion positiva con la frecuencia de IL10+CD24hiCD27+ (Rho=
0,42; p=0,007) pero negativa con las frecuencias de CD24hiCD27 (Rho= -0,38;
p=0,014) y de CD5+CD1d+ (Rho= -0,35; p=0,026).
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Figura 13. Correlaciones entre concentracion de citoquinas en sobrenadantes de PBMCs
estimuladas con PMA/I + CpG y poblaciones de Bregs. (n=20). Los circulos marcados (x) indican
las correlaciones no significativas (p >0.05). Spearman test.
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5. Discusioén

Los resultados expuestos en el marco de este trabajo proponen una posible
asociacion inversa entre la presentacion de artritis reumatoide y poblaciones de
linfocitos B y T reguladores, asi como también con infecciones intestinales por
protozoarios. Un resultado también llamativo fue la relacion directa entre
sensibilizacion a Ascaris con la presentacion de artritis reumatoide. Aunque los
resultados no fueron concluyentes, hay una tendencia de asociacién entre la
infeccion por protozoos y mayores numeros de linfocitos B CD73-CD25*CD71*. Sin
embargo, dada la poca frecuencia de casos positivos esta relacion no se puede

sustentar con precision.

En este estudio se encontraron frecuencias mas bajas de parasitosis intestinales en
pacientes que en controles, con lo cual se plantea que, en este caso dada su
predominancia, las infecciones protozoarias pueden tener un efecto protector sobre
el desarrollo de enfermedades autoinmunes. No obstante, dado el disefio del
estudio no se puede hablar de una relacién causal entre los factores. Otra
posibilidad a los hallazgos es que el perfil de respuesta mas intensa (tipo Th1/Th17)
gue pueden experimentar las personas con enfermedades autoinmunes tienda a
polarizar la respuesta inflamatoria hacia tipos de respuesta mas eficaces para la
defensa contra estos patdgenos. No obstante, también varios estudios
epidemioldgicos y experimentales respaldan algunas extensiones de la hipétesis de
la higiene, que considera que las infecciones pueden proteger de enfermedades
inflamatorias, tales como las enfermedades autoinmunes(3). Los factores
propuestos que favorecen esta idea incluyen: primero, el hecho de que algunos
agentes infecciosos pueden cambiar el equilibrio inmunoldgico hacia un estado
inmunosupresion; segundo, la inflamacion puede causar una hiperactivacién celular
autorreactiva masiva con la muerte celular inducida por la activacion posterior y una
disminucién del namero de células agresivas; tercero, las infecciones en otros sitios
pueden evitar que las células autorreactivas lleguen al sitio de destruccion

autoinmune; cuarto, pueden existir mecanismos competitivos entre las respuestas
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antiinfecciosas y otras respuestas inmunes: a) competencia por el procesamiento
de Ag por las células fagociticas; b) competencia por la unién de antigenos a las
moléculas de MHC; c) competencia por las citoquinas esenciales necesarias para
la diferenciacion de linfocitos y la homeostasis. Finalmente, la expresion de
superantigenos por diferentes agentes infecciosos puede inducir la deleciéon o
activaciéon de diferentes poblaciones de células T que expresan una region V[3 de
TCR patrticular (63).

Otro hallazgo importante de este trabajo fue que la frecuencia de sensibilizacion a
Ascaris lumbricoides se relacioné positivamente con la presentacion de artritis
reumatoide. De manera general, la frecuencia de sensibilizacion a este helminto fue
alta indicando que hay alta exposicién en los individuos evaluados. Estos resultados
se pueden comparar con antecedentes previos en el que se reportdé que los
pacientes con artritis reumatoide tienen mayores niveles de IgE total e IgE especifica
hacia un hongo, Alternaria alternata (64). Se ha descrito que los pacientes por su
respuesta hiperreactiva per se pudiesen incrementar los niveles de IgE a la par de
las otras inmunoglobulinas. Ademas se ha propuesto que esta pudiese jugar un
papel en la respuesta inflamatoria por su rol en la degranulacion de algunas células
(64). El papel de la IgE en la autoinmunidad ha sido un tema de interés. Permin et
al. descubrieron que el 60% de 20 pacientes con AR con neutropenia se detectaban
anticuerpos IgE con especificidad para componentes nucleares de granulocitos
(GS-ANA), mientras que solo el 16% de los pacientes con AR sin neutropenia tenian
anticuerpos IgE de especificidad similar, considerando el posible papel patogénico
de esta reactividad IgE a componentes propios (65). Los anticuerpos anti-proteinas
citrulinadas son altamente especificos y predictivos para la AR y sustentan el
diagnostico como criterio seroldgico. En los dltimos afios, no se han publicado
estudios validos sobre el tema de la IgE en esta enfermedad (66). Para el caso de
las entidades autoinmunes, las inmunoglobulinas tiene especificidad frente a
antigenos propios (autoantigenos), muchos de ellos, proteinas celulares que se
exponen como resultado del proceso inflamatorio y que son captadas y
presentadas. Actualmente se reconoce que el lupus eritematoso sistémico y la

urticaria crénica, tanto espontaneas como inducibles, tienen mas probabilidades de
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estar mediadas, al menos en parte, por autoanticuerpos IgE. La situacion en otras
afecciones, como la uveitis autoinmune, la artritis reumatoide, la enfermedad de
Graves, la pancreatitis autoinmune e incluso el asma, es mucho menos clara, pero
se acumula evidencia de auto-alergia (66). Es bien sabido que el fenbmeno de
mimetismo molecular se ha estudiado como una posible causa de las enfermedades
autoinmunes (67) y que existen epitopes de proteinas conservadas evolutivamente
entre especies. Pianta et al. a través de métodos basados en protedmica para
detectar péptidos presentados por HLA-DR identificaron 2 autoantigenos, N-
acetilglucosamina-6-sulfatasa (GNS) y filamina A (FLNA), a los cuales respondieron
tanto células T y B en 52% y 56% de pacientes con AR, respectivamente. Estos
autoantigenos se expresaban en el liquido sinovial. Ademas el GNS parecia estar
citrulinado, y los valores de anticuerpos GNS se correlacionaron con los niveles de
anticuerpos anti-proteina citrulinada (ACPA). El péptido GNS presentado por HLA-
DR tiene una marcada homologia de secuencia con epitopes de proteinas sulfatasa
de Prevotella sp. y Parabacteroides sp., mientras que el péptido FLNA presentado
por HLA-DR tiene homologia con epitopes de proteinas de Prevotella sp. y
Butyricimonas sp., los cuales hacen parte de la microbiota comensal, sus
conclusiones permitieron decir que la homologia de secuencia entre epitopes de
células T de 2 autoantigenos y una relacibn con microbios intestinales puede
proporcionar un vinculo entre la inmunidad de la mucosa y la inmunidad en la
articulacion de pacientes con AR (68). Por lo tanto, nuestro hallazgo de encontrar
mayor sensibilizacion e intensidad en la respuesta IgE pudiese deberse a
componentes del extracto que pudiesen tener epitopes compartidos. Con este
trabajo se reporta por primera vez, la relacidén entre frecuencia e intensidad de la
IgE frente a Ascaris en pacientes con AR. Es necesario aumentar el tamafio de la
muestra del estudio para tener mas robustez en los resultados y conclusiones que

se puedan emitir.

Un estudio por Permin y Wiik reporto la presencia de inmunocomplejos de IgE en
13 sueros de 21 con AR pacientes, mientras que en pacientes con LES y controles
solo se detect6 en 1 de 11 y 0 de 20, respectivamente. Ademas, los pacientes con

AR con complicaciones extra-articulares tiene niveles mas altos de IgE en suero en
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comparacién en los controles o pacientes con AR con enfermedad articular

solamente, pero las diferencias no alcanzaron significacion estadistica(69).

La respuesta inflamatoria mediada por citoquinas ha sido ampliamente estudiada
en pacientes con AR debido al desarrollo de novedosas estrategias terapéuticas
dirigidas a bloquear las vias mediadas por estas (terapias anti-TNF, anti-I1L-6) (70,
71). La gama de mecanismos que podrian alterar la homeostasis de las citoquinas
para conferir riesgo de enfermedad esta comenzando a entenderse, junto a esto se
han planteado las mismas como biomarcadores tanto de pre-inicio de la enfermedad
(alteraciones medibles en una serie de citoquinas circulantes que, con cierta
consistencia, se han observado antes del inicio de los sintomas entre aquellos que
posteriormente desarrollan artritis reumatoide en comparacién con individuos
sanos)(72) como para perfilar la respuesta terapéutica (73). La citoquinas que se
han descrito mas asociadas han sido el TNF-q, IL-1, IL-6, GM-CSF y citoquinas
como IL-8 son abundantes en todos los pacientes, independientemente de la terapia
(74). En este trabajo se pudo observar que los niveles de IL-6 e IL-8 permitian
diferenciar el grupo de casos y los controles, mas que una citoquina clasica como
lo es el TNF-a. Ademas, se pudo apreciar el efecto de diferentes terapias
convencionales en estos mediadores. Varios estudios han encontrado fuertes
correlaciones entre los niveles de IL-6 con la actividad de la enfermedad, y poco con
la IL-8, sin embargo también se ha visto la amplia variabilidad de esta citoquina en
respecto al tratamiento (75-77). Por otro lado, como se pudo estimar en el modelo
GML, la concentracion de IL-8 estd asociada mas al uso de CSO que a la actividad
de la enfermedad por lo que puede ser la razén por la cual se encuentre mas
elevada en paciente con remisién o enfermedad leve debido a que este grupo suele
tratarse con estos medicamentos. Este estudio aporta conocimiento que nos
permite darle relevancia a estas dos citoquinas, para asi motivar su estudio como
bio-marcadores tanto de enfermedad como de seguimiento y de seleccién de
biolégicos apropiados para el paciente dado el amplio nimero de estrategias
disponibles en el mercado (i.e.: anti-TNF, IL-6, IL-1[, etc.), los cuales, aunque
muestran niveles similares de eficacia y seguridad, no permiten el control de la

enfermedad a todos los enfermos (78).
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Las células B reguladoras son poblaciones heterogéneas en relacion con
marcadores celulares. La poblacion CD25*CD71-CD73" ha sido descrita Gnicamente
en relacion a la respuesta alérgica (24). Este estudio presenta por primera vez esta
poblacién en pacientes con AR y efecto de las parasitosis en estas. Poco se sabe
sobre el posible vinculo entre defectos en Bregs y el desarrollo de AR. Daien et al
en un estudio buscaron diferenciar varios subconjuntos de células B, como aquellas
con fenotipo CD24"CD38", CD24"CD27+ y CD5+, sugeridas para ser precursoras
de las células B10 y compararlas en namero y funciébn en pacientes con AR y
controles sanos, a partir de células mononucleares de sangre periférica. Con
respecto a los niveles de CD24"CD38", CD24"CD27*, se encontr6 que las células
B eran similares en los pacientes con AR y en los controles, hallazgo concordante
con este trabajo. Sin embargo, al ser cultivadas y estimuladas, las células B10
fueron menos en pacientes con AR que en controles. Este estudio no logré
encontrar un diferencia entre estas células B10, sin embargo se puede observar una
tendencia a ser mayores en los controles que en los casos (79). Otros estudios han
encontrado correlacion inversa entre variables clinicas (como el DAS-28) con
poblaciones de linfocitos B con fenotipo regulador (17, 79-81). A pesar de que los
datos aqui presentados no mostraron correlacion con esta variable, se pudo ver el
efecto en otros parametros de severidad. La correlacion entre la capacidad funcional
del paciente (HAQ) y las células B productoras de IL-10 y la aun mas fuerte
correlacion con las frecuencias de la subpoblacion especifica CD24"CD38"
productoras de IL-10 es un hallazgo novedoso ya que no se han reportado

correlaciones entre esta variable con estas células.

Respecto al efecto de la infeccion por parasitos protozoarios, todavia son raros los
estudios que investigan el papel de las Bregs durante el curso de la infeccion, pero
hay evidencias de que este subtipo de células B es de importancia critica en la
homeostasis inmune. En este contexto, Jeong et al. demostraron que las células
Breg CD1d"CD5 que producen IL-10 son inducidas por productos de secrecion y
son esenciales para la cronicidad de la infeccibn en un modelo murino de
Toxoplasma gondii (82). A pesar de que el analisis multivariado por regresion
muestra que, que en la poblacion celular CD19*CD25*CD71"CD73  esta
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influenciada en su mayoria por la condicién de autoinmunidad, no se puede ignorar
que la parasitosis tuvo importante sobre este modelo para estas células. Nuestra
perspectiva es aumentar el tamafio de la muestra para tener mas certeza del efecto
observado, dado que el valor de p marginal obtenido pudo deberse a falta de poder

asociado a la muestra pequefia.

La elevada frecuencia de células T reguladoras en controles es un hallazgo que se
ha replicado en muchos estudios, sin embargo un meta-analisis reciente reporto que
el estado o frecuencia de Tregs varia segun el sistema de definicion (fenotipo).
Como conclusion ellos mencionan que la proporcion de Tregs definidos por métodos
mas estrictos y validados funcionalmente es menor en sangre periférica en
pacientes con AR. Ademéas mencionan que si la proporcion de Tregs difiere en AR,
se necesitan definiciones precisas y funcionalmente relevantes de estas Tregs para
realmente llegar a conclusiones de su estado en AR (83). El analisis de correlaciéon
de del presente estudio, mostr6 una correlacion positiva entre las células B
productoras de IL-10 (Bregs) y células T reguladoras, lo cual se pudiese interpretar
como una interconexion entre las poblaciones. En el estudio de Daien et al. las
células CD24"NCD38" y CD24hiCD27 funcionalmente indujeron mas células Tregs,
al realizar co-cultivos con células T virgenes, en controles pero no en pacientes con
AR(79). Flores-Borja también demostr6 que en sujetos sanos, las células B
CD19*CD24MNCD38" B mantienen el equilibrio crucial entre el grupo de poblaciones
Tregs y Thl/ Th17. Sin embargo, las células B CD19*CD24"CD38" de pacientes
con AR activa pudieron suprimir la liberacion de IFN-g y TNF-a por las células T
CD4*CD257, pero no pudieron evitar la diferenciacién de células T virgenes en Thl
y Th17 y para convertir las células T CD4*CD25" en Tregs (80).

Los hallazgos respecto a las citoquinas detectadas en los sobrenadantes no son
concluyentes. Todas las citoquinas inflamatorias y la IL-10 presentaron un patrén
similar y se correlacionaron fuertemente entre ellas. Esto puede ser debido a los
otros tipos celulares que se encuentran en los cultivos los cuales se estimulan y
estan en mayor proporcién que las poblaciones de Bregs. Las principales fuentes in

vivo de IL-10 son células T (Tregs, Thl y Th1l7) monocitos, macréfagos y células
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dendriticas, sin embargo, otras células inmunes efectoras son capaces de producir
IL-10 en ciertos contextos, incluyendo células B, células T citotéxicas, células NK,
mastocitos y granulocitos como neutréfilos y eosindfilos (84). Ademas se ha
reportado altos niveles séricos de IL-10 en enfermedades autoinmunes humanas.
En pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES), se ha demostrado que los
niveles altos de IL-10 se correlacionan con la actividad de la enfermedad, y los
estudios indican que las PBMC cultivadas de pacientes con lupus producen
espontaneamente niveles altos de IL-10. Sin embargo, a sabiendas que la
produccion de IL-6 y TNF-alfa esta regulada por IL-10, se pudo evidenciar que la
produccion espontanea dellL-10 por linfocitos B de los pacientes con LES no tiene
ningun efecto en la regulacion de IL-6 (85, 86).En general, este estudio es una
propuesta para dar respuesta al vinculo entre las enfermedades autoinmunes y los
parasitos. Una limitacion importante corresponde al tamafio de la muestra, debido
a que como se mencion6 anteriormente la baja prevalencia de parasitosis no
permite dilucidar el real efecto de estas sobre las poblaciones celulares de
inmunorregulacién. Es necesario igualmente determinar cdmo es realmente la
respuesta a Ascaris, por parte de pacientes y controles realizando la serologia para
otros isotipos de inmunoglobulinas. Ademas es necesario el uso de una medida
cuantitativa para la reactividad IgE (Immunocap). Nuestro panel de citoquinas
detecto diferencias entre pacientes y controles, sin embargo no se explord la
respuesta Th especifica, especialmente la Th17, ampliamente estudiada en AR. La
deteccion tanto de las citoquinas indetectables como las detectables debe realizarse
por otros métodos como el ELISA para la correlacidén de resultados. Las células T
reguladoras al igual que las B reguladoras, son actualmente no hay un consenso de
para su fenotipicacién absoluta por ende es necesario llevar a cabo estudio
funcionales de ellas. Finalmente, como se ha discutido, el papel de la IL-10 no es
totalmente claro, cuando hablamos de inmunorregulacion, por lo que las células B
reguladoras debe ampliarse en otros mecanismos que ya se han descrito, ej. IL-35,
GzmB, PDL1, TIM-1.
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6. Conclusiones

En una muestra poblacional del tropico se encontrd una asociacion epidemiolégica

inversa entre la condicion de autoinmunidad y las parasitosis intestinales,

principalmente por protozoarios. Los pacientes con artritis reumatoide presentaron

una menor frecuencia de poblaciones de linfocitos B y T reguladores. La relacién

causal con la enfermedad, asi como su interrelacién con las infecciones parasitarias,

debe estudiarse.

7. Perspectivas futuras

Para sustentar el efecto protector de las infecciones por parasitos
intestinales, se debe ampliar el tamafo de la muestra

Es necesario explorar otros perfiles de citoquinas en especial de la respuesta
Thly Thi7.

La respuesta a Ascaris lumbricoides en pacientes con AR debe
caracterizarse mejor, esto incluye la evaluacion de otros isotipos de
inmunoglobulinas y la respuesta a antigenos especificos (Al-CPl y ABA-1)
La caracterizacion inmunomoduladora de las Bregs debe realizarse con otros
marcadores incluyendo citoquinas (IL-35, TGFb) y moléculas de contacto
(PD-L1, TIM-1).

Es necesario confirmar el efecto de las Bregs sobre las Tregs mediante
estudios experimentales.

Se debe evaluar la respuesta de citoquinas de cada una de estas poblaciones

aisladas.
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11.Tablas y figuras suplementarias

Sensibilizacion

Sujeto Edad Género Tipo deresidencia Terapia DAS28 VSG VAS HAQ Coprologico positivo IgE Ascaris (O.D) Pl
1 60 F u mtx, clq 2,87 60 0 0,25 No 0,0975 No
2 66 F U mtx, Ifm, pred 4,39 23 10 0,75 No 0,1535 Si
3 58 F u mtx, pred 3,09 25 0 0,88 No 0,4874 Si
4 67 F R mtx 2,81 55 0 1,5 No 0,6288 Si
5 62 F R mtx, Ifm, pred 4,07 31 10 0 No 0,123 Si
6 57 F R Ifm, pred, sulfa 1,88 114 70 0 Si (%) 0,4549 Si
7 67 F R pred 3,51 40 10 1,63 Si () 0,1512 Si
8 46 F U pred, sulfa 3,64 26 0 0,25 No 0,2271 Si
9 57 F u n.t 6,53 50 40 1,63 No 0,6775 Si
10 75 M U bio 1,46 8 0 1,25 No 0,1118 No
11 40 F U mtx, [fm 2,65 44 0 0 No 0,5274 Si
12 25 F U n.t 4,48 31 40 1 No 0,3915 Si
13 66 F u mtx, bio 3,84 41 0 0,25 No 0,4672 Si
14 59 F U mtx, pred, bio 4,27 43 40 0,63 No 0,1443 Si
15 45 F R n.t 1,9 15 0 0 No 0,2115 Si
16 67 F R mtx, clg, pred 1,9 15 0 0 No 0,4897 Si
17 52 M R mtx, Ifm, pred 5,15 20 70 1,5 No 0,1605 Si
18 56 F R Ifm, pred, sulfa 5,37 80 40 1,38 No 0,2687 Si
19 61 F R mtx, pred 3,36 30 10 0,75 No 0,2874 Si
20 66 F R Ifm 6,31 85 50 1,75 No 0,3295 Si
21 55 F R n.t 2 19 20 0 No 0,0964 No
22 28 M R n.t 5,52 35 70 1,88 No 0,3502 Si
23 71 F u Ifm, sulfa 5,63 44 80 2,25 No 0,09405 No
24 53 F U mtx, bio 4,21 12 50 2,13 No 0,152 Si
25 60 F u clg, pred 4,19 30 30 2,38 No 0,1914 Si

Tabla S 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con artritis reumatoide. F: femenino; M: masculino; R: rural; U: urbano; mtx: metotrexate; Ifm:
leflunomida,; sulfa: sulfasalazina; bio: terapia bioldgica con anti-TNF; pred: prednisolona, corticoide oral; clg: cloroquina, n.t: no tratado; (*) E.nana,

E.coli; (°) Strongyloides stercoralis.
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12.Anexos
Anexo 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto: Evaluacién de un producto recombinante de Ascaris lumbricoides con
capacidad inmunomoduladora en el tratamiento de artritis reumatoide y lupus eritematoso
sistémico

Investigadores: Josefina Zakzuk, Luis Caraballo, y Nelson Alvis

La Universidad de Cartagena lo invita a que participe en el proyecto de investigacién denominado:
“Evaluacion de un producto recombinante de Ascaris lumbricoides con capacidad
inmunomoduladora en el tratamiento de artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico”,
el cual no tiene ninglin costo para usted diferente a su tiempo. Su decision de participar es voluntaria.
Por favor, lea este formulario de consentimiento cuidadosamente, y haga cuantas preguntas
considere. Aln si ahora usted decide participar podrd abandonar el estudio en cualquier momento si
asi lo desea.

Este proyecto es una investigacion de tipo observacional que se realizara por profesionales
investigadores de la Universidad de Cartagena que cuenta con el aval y aprobacion del comité de
Etica de Universidad de Cartagena. Su objetivo es evaluar la relacion de la infeccién por el parasito
intestinal Ascaris lumbricoides y el desarrollo de dos enfermedades autoinmunes: artritis reumatoide
y lupus eritematoso sistémico. Ademas, queremos investigar el potencial inmunomodulador de una
molécula derivada de este parasito como anti-inflamatorio para el tratamiento de estas
enfermedades.

Como parte de esta investigacién se le hardn preguntas que se consignaran por escrito en un
formulario, indagando sobre sintomas de enfermedades autoinmunes, condiciones de vida, habitos,
caracteristicas de la vivienda, antecedentes personales y familiares. Toda esta informacién sera
incorporada a la base de datos del estudio, cuyo caracter es confidencial y que solo serd empleada
con fines de investigacion biomédica o epidemiolégica. Se le pediran en dias diferentes dos muestras
consecutivas de heces con el fin de determinar la presencia de parasitos intestinales. Estas seran
recogidas en su hogar por el mismo médico o el personal de apoyo contratado para la ejecucion del
proyecto. Los resultados del examen se le daran a conocer de manera oportuna, asi como el
tratamiento que deba tomar en caso de necesitarlo, lo cual sera responsabilidad suya si lo sigue o
no. Los investigadores no se comprometen a suministrarle el medicamento que necesite.

También esta contemplado en esta investigacion realizarle examenes paraclinicos que sirven para
confirmar el diagndstico y evaluar la severidad de la artritis reumatoide o lupus eritematoso sistémico,
segun sea el caso. Para esto, se le tomara una muestra de sangre por puncion venosa a nivel del
antebrazo. La puncién sera realizada por una enfermera entrenada, con material desechable y
adecuadas condiciones de limpieza. La muestra de sangre sera marcada con un cédigo especial del
estudio. La puncion venosa representa un riesgo muy bajo y como Unica consecuencia podria
resultar un pequefio hematoma (morado) o infeccion en el sitio donde penetra la aguja. En caso de
presentarse alguna complicacién con la punciéon venosa, el Instituto de Investigaciones
Inmunolégicas de la Universidad de Cartagena cubrira la atencién de esta complicacion.

Es probable que sea seleccionado a una segunda fase del estudio, donde por limitaciones
econdmicas solo se incluira a un grupo representativo de las personas encuestadas. Al participante
de esta fase se le pedira una nueva muestra de sangre para estudiar las células del sistema
inmunoldgico (sistema de defensa de su cuerpo) en especial algunas que se han relacionado con la
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infeccién parasitaria y que probablemente pueden conferir proteccion frente a la enfermedad. Las
células que se obtengan de la muestra de sangre que done seran incubadas con un producto del
parasito y se observara si esta molécula genera efectos anti-inflamatorios de manera que se pueda
plantear como una opcién terapéutica susceptible de ser estudiado con mas profundidad. Una parte
de estas células seran congeladas para estudiar en ellas modificaciones epigenéticas que puedan
aportar informacion valiosa sobre mecanismos de defensa que brinden proteccion de enfermedades
autoinmunes. Los resultados de esta investigacion podrian ser de utilidad para en un futuro ofrecer
nuevas opciones de tratamiento para la artritis reumatoide y el lupus eritematoso sistémico, pero de
manera inmediata no le proporcionaran beneficios directos para el control de su enfermedad.

¢De qué manera se protege mi privacidad?

Los datos de este estudio seran publicados. El nombre o cualquier forma de identificacion de Usted
no seran utilizados sin su expresa autorizacion. La informacién consignada en la historia clinica podra
ser utilizada por el investigador para el estudio. Esta informacién puede incluir el nombre, fecha de
nacimiento, la direccién, el nimero de teléfono y la historia médica suya. Se utilizara un cédigo que
lo identifica y que solo conoceran los investigadores.

Usted puede hablar con los investigadores en cualquier momento y hacer cualquier pregunta que
tenga en relacion con el estudio.

A los investigadores: la Doctora Josefina Zakzuk, el Doctor Luis Caraballo y el Doctor Nelson Alvis
los puede encontrar en los siguientes teléfonos: 6698491 y 3215412280 o por correo electrénico:
jzakzuks@unicartagena.edu.co, Icaraballog@unicartagena.edu.co y nalvis@yahoo.com.

Me ha sido dada la oportunidad de hacer todas las preguntas y éstas han sido respondidas. Me han
dado una copia de este consentimiento informado. Firmo como manifestacion de voluntad y
aprobacion para participar en este estudio:

Nombre del Voluntario

No del Documento de ldentidad

Fecha
Testigo No. 1 Testigo No. 2
Nombre: Nombre:

C.C. No. C.C. No.

Direccién Direccién
Relacién con el voluntario Relacién con el voluntario
Fecha Fecha

Firma del Investigador que administra en consentimiento

Fecha
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Anexo 2. Criterios diagndsticos de LES

Criterios de clasificacion del lapus eritematoso sistémico

Criterio

semin el Colegio Americano de Reumatologia

Definicion

1. Eritema malar

Eritema fijo, plano o elevado, sobre las eminencias malares, respetando los pliegues

nasolabiales

2, Rash discoide

Zonas eritematosas elevadas con escamas queratoticas adherentes v taponamiento
folicular. En las lesiones antiguas puede producirse cicatrizacion atrofica

3. Fotosensibilidad

Erupcidn cutanea desproporcionada tras exposicidn a la luz solar, por historiau
observada por el médico

4, Ulceras orales

Ulceras orales o nasofaringeas, normalmente indoloras, chservadas por el médico

5. Artritis

Artritis no erosiva en dos o mas articulaciones periféricas, con inflamacion, derrame
sinovial o dolor a la palpacion

6. Serositis

Pleuriris: historia clinica convincente, roce auscultado por un médico o demostracion de
derrame pleural

&

Pericarditis: documentada por ECG, roce auscultado por un meédico o demostracion de

derrame

7. Nefropatia

Proteinuria persistente superior a 0,5 g/dia o > 3+ 5i no se ha cuantificado,
o
Cilindruria: de hematies o hemoglobina, cilindros granulosos, tubulares o mixtos

8. Alteracidn
neurclogica

Convulsiones o psicosis, en ausencia de trastorno metabélico, electrolitico o de farmacos
que las puedan
producir

g, Alteracion

Anemia hemolitica con reticulocitosis
o
Leucopenia < de 4.000/mm3 en # 2 ocasiones

L. o
hematoldgica Linfopenia < de 1.500/mm3 en * 2 ocasiones
o
Trombopenia < de 100.000/mm3 no secundaria a farmacos.
Anti DNA positivoe
o
Anti Sm positivo
Iteracis °
;ﬂl;i::;:::: Anticuerpos antifosfolipidos positives basado en
1] Anticuerpos anticardiolipinas IgG o IgM (+) a tttulos medios o altos
2) Anticoagulante lupico (+)
o
Serologia luética falsamente (+) durante al menos & meses
2:1;121;?:1_2“5 Titulo anormal de anticuerpos antinucleares por inmunoflusrescencia o por otro test
positivos equivalents en ausencia de farmacos capaces de producir lupus inducide por los mismeos

Para el diagnastico de lupus eritematoso sistémico son necesarios cuatre de estos 11 criterios, no

necesariamente simultineos

Tomado de: 1997 Update of the 1982 American College of Rheumatology Revised Criteria for
Classification of Systemic Lupus Erythematosus
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Anexo 3. Criterios diagndsticos de Artritis Reumatoide

Artritis Reumatoide: Criterios de clasificacion. ACR/EULAR 2010

Dominio afectacion articular: incluye articulaciones dolorosas o inflamadas al Puntos
momento del examen.
v' Pequefias articulaciones: metacarpofaldngicas, interfaldngicas proximales
de la mano, 2-5ta metatarsofalangicas, 1ra interfalangica proximal del pie
y carpos.
v' Medianas y grandes articulaciones: hombros, codos, caderas, rodillas y
tobillos.
e 1 articulacion grande-mediana 0
e 2-10 articulaciones grandes-medianas 1
e 1-3 articulaciones pequefiias 2
e 4-10 articulaciones pequeiias 3
e >10 articulaciones pequefias >
Dominio de serologia: el rango normal aplicado es el informado por el
laboratorio.
e Factor Reumatoideo y anti-CCP negativos 0
e Al menos uno de las pruebas positivas en bajos titulos, no superando tres 2
veces el limite normal
e Al menos uno de las pruebas positivas en altos titulos, definido como mas 3
de tres veces el limite normal
Dominio de duraciéon de sinovitis: reportada por el paciente desde el comienzo
de los sintomas en la articulacién afectada en el momento del examen.
e Menos de 6 semanas 0
® 6semanas o mas 1
Dominio de reactantes de fase aguda: el rango normal aplicado es el informado
por el laboratorio.
e Proteina Creactiva y eritrosedimentacion normales 0
e Proteina C reactiva y/o eritrosedimentacién elevados 1

Se toma en cuenta la puntuacién mas alta de cada dominio. El resultado final es la suma directa de

los dominios. Pacientes con 26 puntos presentan diagndstico de AR definitiva.

Tomado de:

Aletaha, D., et al., 2010 Rheumatoid arthritis classification criteria: An American College of

Rheumatology/European League Against Rheumatism collaborative initiative. Arthritis &
Rheumatism, 2010. 62(9): p. 2569-2581
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Anexo 4. Formato de medicién de actividad en artritis reumatoide (DAS-28)

Nombre y apellido: } HC Ne: N Fecha:

Score de Actividad de la Enfermedad (Disease Activity Score - DAS 28)

Estado articular - Evaluacion de 28 articulaciones
(Van der Heijde DMFM y col. J Rheumatol; 20: 579-81. Prevoo MLL y col. Arthritis Rheum; 38: 44-8)

Dolor articular a Inflamacion
la palpacion . articular .

o Numero de articulaciones
dolorosas

e Numero de articulaciones

UL

(D) inflamadas
RO
O 0“.‘\.‘\I‘ © Eritrosedimentacion
.... en mm/h
00
o Valoracion global  Sin actividad Méaxima actividad
ey A T o e e
(Atividadide la 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

enfermedad durante

los ultimos 7 dias)* * Por favor, deje que el paciente haga la evaluacién y lo indique con una linea vertical Evaluacién del I:I
paciente en mm

Formula para realizar el calculo de DAS 28 Evaluacion DAS 28
DAS 28: Diferencia con el valor inicial
056x\/ _ +028x\/___ +070xIn(_ ) | prsogacual
N° arficulaciones N° arficulaciones Eritrosedimentacion >12 >06y<12 <06
lor i = -
o delorses e L e <32 Inactiva Buena respuesta Respuestamoderada | Sin respuesta
i >32<5,1 Moderada | Respuestamoderada | Respuestamoderada | Sin respuesta
QR Ko, NS DAS 28 >51  Muyactiva | Respuestamoderada | Sinrespuest Sin respuest;
Valoracién global del A uy activa iespuesta moaerada in respuesta in respuesta

@ raciente enmm
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Anexo 5. Formato HAQ para evaluacion de la calidad de vida

Version Espanola del Health Assessment Questionnaire (HAQ)
Troducida y odoptodo por J. Esteve-Vives, E. Batile-Gualda, A. Reig y Grupo paro la Adoptacidn del

HAQ a la Poblacidn Espafiola

Durante la gltima semana, £ha sido usted capaz de...

Con alguna
dificultad

Con muscha
dificultad

Inscapaz de

[rrr—
i

1

Vestirse solo, incluyendo abrocharse los botones y
atarse los cordones de bos zapatos?

O

2)

Enjabonarse |a cabeza?

Lt o

3

Levantarse de una silla sin brazos?

4

Acostarse y levantarse de la cama?

Comer

5l

Cortar un filete de carne?

&l

Abrir un cartdn de leche nuevo?

7

Servirse la bebida?

Ll

Caminar fuera de casa por un terreno llano?

Ell

Sulbir cinco escalones?

Igene

10) Lavarse y secarse todo el cuerpo?

11) Sentarse y levantarse del retrete?

12) Ducharse?

13) Coger un paguete de azicar de 1 Kg de una estanteria

colocada por encima de su cabeza?

14) Agacharse y recoger ropa del suelo?

Premion

15) Abrir la puerta de um coche?

16) Abrir tarros cerrados que ya antes habian sido abiertos?

17) Abrir y cerrar los grifos?

18) Hacer los recados y las compras?

19) Entrar y salir de un coche?

20) Hacer tareas de casa como barrer o lavar los platos?

| | Y | (o o [

OO0 0o oEoo0 ooo)oibopE|ooioo)oo

OOQC oo ooOoD0 oo oOooioioo;oioioiE

OO00o0o0o0fEo 0 pooieo|ooo|opoioo

Sefale para qué actividades necesita la ayuda de otra persona:
[J.. Vestirse, asearse .. Caminar, pasear
[].. Levantarse [].. Higiene personal
[J.. Comer .. Alcanzar

Sefiale si utiliza alguno de estos utensilios habitualmente:
[].. Cubiertos de mango ancho
[].. Bastén, muletas, andador o silla de ruedas
[].. Asiento o barra especial para el bafo
[J.. Asiento alto para el retrete

.. Abrir v
{prensidn)

cerrar Cosas

[]..Recados y tareas de casa

[]. Abridor para tarros previamente abiertos
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Anexo 6. Paneles de marcadores evaluados por citometria de flujo

Panel TREGS FOXP3

Superficie

Intracelular

Marcador

CDh4

CD3

CD127

CD25

FOXP3

Viabilidad

Panel CD38/CD24/CD27

Superficie

Intracelular

Marcador

CD19

CD3

CD38

CD24

CDh27

IL-10

Viabilidad

Fluorocromo
V450
APC

PECy7

PerCp Cy5,5

PE

APC-Cy7

Fluorocromo
BV510
PECy5
PECy7

FITC

APC

PE

APC-Cy7

Empresa
BD Bioscience
e-bioscience
e-bioscience

e-bioscience

BD Pharmighen

e-bioscience

Empresa
BD Horizon
BD Pharmingen
e-bioscience
BD Pharmingen

eBioscience

BD Pharmingen

e-bioscience

Referencia

560345

17-0037-42

25-1278-42

45-0259-42

560046

65-0865-14

Referencia

562947

555341

25-0389-42

555427

17-0279-73

559330

65-0865-14
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Panel CD5/CD1d/CD71/CD73/CD25

Superficie

Intracelular

Marcador

CD19

CD3

CD73

CD71

CD25

CD5

CDid

IL-10

Viabilidad

Fluorocromo
BV510
PECY5

APC
FITC
PECF594
PerCPCy5.5

PE

PECy7

APC-Cy7

Empresa
BD Horizon
BD Pharmingen
e-bioscience
e-bioscience
BD Horizon
Invitrogen

BD Pharmingen

eBioscience

e-bioscience

Referencia

562947

555341

17-0739-42

11-0719-42

562403

45-0058-42

550255

25-7108-42

65-0865-14
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Anexo 7. Aprobacion comité de ética medica

EL PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACIONES
DE LA UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

HACE CONSTAR

Que, el proyecto fitulado “EVALUACION DE UN PRODUCTO RECOMBINANTE DE
ASCARIS LUMBRICOIDES CON CAPACIDAD INMUNOMODULADORA EN EL
TRATAMIENTO DE ARTRITIS REUMATOIDE Y LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO",
presentado por la doctora Josefina Zakzuk, Docente del Instituto de
Investigaciones Inmunolégicas de la Universidad de Carlagena, se agjusta a los
requerimientos de los referentes éticos contemplados en la resolucién 8430 de
1993 del Ministerio de Salud y por no fratarse de un proyecto relacionado con
ensayos clinicos, se omite el requerimiento contemplado en la resolucién 2378 de
2008.

El presente proyecto requiere de Consentimiento Informado, de acuerdo al riesgo
minimo inherente, segun la interpretacién de los articulos 15 y 16 de la resolucién
08430 de 1993, tal como consta en el Acta N° 87 del Comité de Efica en
Investigaciones del dia 23 de mayo de 2016.

Para constancia se firma en la ciudad de Cartagena, el veintitrés (23) de mayo
del afo dos mil dieciséis (2016).

Presidente

ria de
Centro = Cra. 4 No. 3840, Clawatro de b Merced Telefax 60642603
E-mall: vestisadones@unicartagens edu.co
web:

Cartagena de Indlas, DY, y €, = Colombea
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