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RESUMEN
Palabras clave: Introduccién: La artritis reumatoidea se caracteriza por inflamacién de la membrana sino-
Artritis reumatoidea, Interleucina vial debido al infiltrado de células inmunitarias que secretan citocinas relacionadas a perfil
22, Interleucina 6, liquido sinovial, Th17 como IL-22 e IL-6. La dinamica de estas citocinas durante el tratamiento permanece
inflamacién, DMARDs incomprendida. El objetivo fue evaluar los niveles séricos y en liquido sinovial (LS) de IL-22 e

IL-6, correlacionarlos con diferentes pardmetros bioquimicos y clinicos y medir sus cambios
post-tratamiento.

Material y métodos: Se estudiaron 77 pacientes con AR y 30 controles. A 30 pacientes se los
evalué nuevamente luego de 3 meses de tratamiento y a 12 se les extrajo LS. Se midié VSG,
PCR, FR, anti-CCPhs, IL-22 e IL-6. Se evalud la actividad con DAS28 y respuesta al tratamiento
con criterios EULAR.

Resultados: IL-22 e IL-6 fueron similares entre pacientes y controles. Sus niveles disminu-
yeron luego del tratamiento, principalmente en pacientes respondedores. IL-22 fue menor e
IL-6 mayor en LS que en sangre. IL-6 correlacioné positivamente con PCR y anti-CCPhs. Los
niveles de VSG, PCR y DAS28 fueron mayores en pacientes con valores dosables de IL-6 que
en no dosables.

Conclusién: En pacientes con valores basales dosables de IL-22 e IL-6, los niveles de estas
citocinas podrian utilizarse como marcador adicional de respuesta al tratamiento.

ABSTRACT
Key words: Introduction: Rheumatoid arthritis is characterized by synovium inflammation due to the
Rheumatoid arthritis, Interleukin 22, infiltration of immune cells that secrete Th17 cytokines like IL-22 and IL-6. The dynamics of
Interleukin 6, synovial fluid, inflam- these cytokines during the treatment remain unknown. The aim of this study was to eva-
mation, DMARDs luate the levels of IL-22 and IL-6 serum and synovial fluid (SF) in correlation with different

biochemical and clinical parameters and treatment-associated changes.
Material and methods: Seventy-seven RA patients and 30 controls were recruited. Thirty pa-
tients were evaluated after 3 months of treatment and SF was collected of 12 patients. ESR,




REVISTA ARGENTINA DE REUMATOLOGIA 2020;31(3): 40 - 50 41

CRP, RF, anti-CCP hs, IL-22 e IL-6 were measured. DAS28 was used to assess disease activity
and response to treatment followed EULAR criteria.

Results: There were not differences in serum IL-22 and IL-6 levels between patients and
controls. Cytokine levels decreased after treatment, mainly in responder patients. IL-22 was
decreased and IL-6 was increased in SF compared to serum. IL-6 correlated positively with
CRP and anti-CCPhs. ESR, CRP and DAS28 were increased in patients with detectable IL-6
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response.

compared to those with undetectable IL-6.
Conclusion: In patients with detectable serum IL-22 and IL-6 levels before treatment initia-
tion, follow-up of cytokine levels could be an useful additional tool to evaluate treatment

Introduccién

La artritis reumatoidea (AR) es una enfermedad créni-
ca autoinmune de causa desconocida caracterizada por in-
flamacién persistente y simétrica de pequefias y grandes
articulaciones y la produccién de autoanticuerpos como
Factor Reumatoideo (FR) y anti-proteinas/péptidos citrulina-
dos (ACPA)'. Esta patologia puede tener manifestaciones ex-
traarticulares como desérdenes cardiovasculares, pulmona-
res, vasculitis, nédulos reumatoides y otras comorbilidades
sistémicas como anemia y osteoporosis!?. Afecta principal-
mente al grupo etario con mayor capacidad laboral o pro-
ductiva dentro de la sociedad, lo que conlleva a altos costos
socio-econémicos!.

A nivel celular y molecular, la AR se caracteriza por la
inflamacién de la membrana sinovial debido al infiltrado
de células inmunitarias que secretan citocinas*. Aunque
los mecanismos exactos subyacentes a la patogénesis de la
AR atn no se han dilucidado, las principales caracteristicas
patolégicas conocidas estan relacionadas con una secreciéon
anormal de citocinas inflamatorias en el tejido sinovial,
junto a la desregulacién de las citocinas antiinflamatorias,
y anormal proliferacién de células sinoviales en la articula-
cion®*.

Se han encontrado niveles més altos de ciertas citocinas
en suero y en liquido sinovial (LS) de pacientes con AR en
comparacién con individuos sanos, entre ellas factor de ne-
crosis tumoral a (TNF «)’, interleucina (IL) -1°, IL-68, e IL-17°.
Dada la relevancia que han adquirido las citocinas en la pa-
togenia de esta enfermedad, desde 1999 los medicamentos
biolégicos, anticuerpos monoclonales o proteinas de fusién
destinadas a bloquear la accién de distintas citocinas, se
transformaron en una opcién terapéutica temprana®. Desde
su descripcién en el afio 2005%, los linfocitos (Li) T CD4* de
perfil T helper (Th) 17 y las citocinas relacionadas con esta
poblacién, han sido ampliamente estudiados en la ARM13,
Esta subpoblacién de células Th se induce en presencia de
factor de crecimiento transformante §, y otras citocinas in-
flamatorias como IL-6, IL-1B, IL-21 y la IL-23 que es requerida
para expandir y estabilizar a las Th17. Los Li Th17 producen
principalmente IL-17A, IL-17F e IL-2246,

La IL-22, miembro de la familia de la IL-10*Y, es produci-

da no sélo por los Li Th17 sino también por Li T de perfil Th1
y Th22%°18 asi como por células innatas, como las Natural
Killer (NK) y las células NKT>Y. Esta citocina juega un papel
clave en la defensa contra patégenos, curacién de heridas, y
reorganizacién de tejidos® y participa en los mecanismos de
defensa y cicatrizacién de heridas asociados con el epitelio
intestinal y los tejidos de la piel®. Ademas, controla signifi-
cativamente la respuesta de los tejidos a la inflamacién ac-
tivando las vias proliferativas e inhibiendo las vias apopté-
ticas?, mediando asi un importante rol en la patogénesis de
enfermedades autoinmunes como AR, Psoriasis, Sindrome
de Sjogren, Lupus Eritematoso Sistémico, entre otras>:°. La
asociacién de niveles séricos elevados de IL-22 con erosiones
Gseas en pacientes con AR en etapas tempranas de su enfer-
medad sugirié el potencial de esta citocina como marcador
predictivo temprano en el curso de la enfermedad?'.

La IL-6 es una citocina con actividad pleiotrdpica produ-
cida por varios tipos de células como monocitos, macréfagos,
LiT, Li B, células endoteliales y fibroblastos>?. Juega numero-
sos roles dentro del sistema inmune, incluida la diferencia-
cién y activacién de Li T (como los Th17 que mencionamos
anteriormente), la proliferacién y diferenciacién de Li B en
células plasmaticas y la regulacién de la respuesta de fase
aguda hepatica al inducir la sintesis de Proteina C Reactiva
(PCR)>**-2%, Si bien la expresién transitoria de IL-6 es esencial
para activar el sistema inmune, su produccién desregulada
y persistente puede inducir dafio, y se ha demostrado que
estd relacionada con la patogénesis de diversas enfermeda-
des inflamatorias crénicas y autoinmunes, incluida la AR®.
En la AR, la IL-6 estaria implicada también en la etiologia de
muchas de sus manifestaciones clinicas como anemia, resis-
tencia a la insulina, fatiga, trastornos del estado de &nimo,
osteoporosis y riesgo de enfermedades cardiovasculares? 2.
En relacién a la articulacién, la IL- 6 desempena un papel
integral en su fisiopatologia; se expresa abundantemente en
la membrana sinovial e induce inflamacién y dano, degrada-
cién del cartilago, erosién y estrechamiento de las articula-
ciones, y progresién hacia la inflamacién crénica?:?.

Las estrategias terapéuticas en la AR han mejorado dra-
méticamente en las uUltimas 3 décadas. Con la estrategia
treat to target y la posibilidad de elegir entre diferentes mo-
dos de accién, se puede alcanzar el objetivo de una remi-
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sién estable y prevenir la destruccién articular?. Para contro-
lar la inflamacién a largo plazo, se necesitan medicamentos
antirreumaticos modificadores de la enfermedad (DMARDSs)
sintéticos convencionales como metotrexato (MTX)%. Los
DMARDs biolégicos surgieron como consecuencia de la cre-
ciente comprensién de las vias inmunes e inflamatorias en la
ARy se dirigen a las citocinas inflamatorias, las células B y la
co-estimulacién de las células T**%, Hablando en particular
de IL-6, Tocilizumab (TCZ) es un anticuerpo monoclonal IgG1
recombinante humanizado que se une al receptor de IL-6 (RIL-
6) soluble y unido a la membrana, bloqueando su accién®?3,
Recientemente ha sido aprobado un nuevo anti- RIL-6 deno-
minado Sarilumab®*2. En la actualidad ninglin medicamento
tiene como blanco especifico a IL-22, sin embargo, los DMARDs
sintéticos “targeted”, como los inhibidores de las janus kina-
ses (JAK), bloquean las cascadas de senalizacién de numerosas
citocinas, incluidas IL-22 e IL-6'?%%. A pesar del notable éxito
de tales enfoques, una proporcién importante de pacientes
con AR no logran la remisién de su enfermedad®.

Este trabajo tiene como objetivo evaluar los niveles de IL-
22 e IL-6 en suero y LS de pacientes con AR y el impacto que
puede tener la instauracién de un nuevo tratamiento sobre el
nivel de estas citocinas. Ademas, estudiar la relacién entre los
valores séricos de IL-22 e IL-6 con distintos parametros bioqui-
micos y clinicos.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes y controles

Se estudiaron 77 pacientes mayores de 18 afios con diag-
noéstico de AR segun Criterios de Clasificacién de Artritis Reu-
matoidea del American College of Rheumatology/European
League Against Rheumatism 2010 (2010 ACR/EULAR)*. Se in-
cluyeron 40 pacientes sin medicacién especifica para la AR
(virgenes de tratamiento o que lo hayan suspendido por mas
de 6 meses) y 37 pacientes sometidos a distintos tratamien-
tos especificos. Los principales tratamientos utilizados fueron:
terapia con DMARDs sintéticos convencionales: 18 pacientes
(principalmente MTX); drogas inhibidoras de TNF: 16 pacien-
tes; y Tofacitinib (Tofa): 3 pacientes. Ningin paciente recibi6
tratamiento con anti-RIL-6. Se excluyeron pacientes que pade-
cian otras enfermedades autoinmunes sistémicas, endocrino-
patias autoinmunes, neoplasias, patologias infecciosas agudas
o crdnicas, tratados con dosis de prednisona mayores a 10 mg/
dia o su equivalente en otro glucocorticoide de distinta poten-
cia, y embarazadas. A todos los pacientes se les extrajo una
muestra de sangre que se utilizé para realizar las determina-
ciones bioquimicas de rutina para el diagnéstico de la AR. Se
fraccioné una alicuota de suero que se conservé a -80°C para el
posterior dosaje de la IL-22 y la IL-6. En el momento de la toma
de la muestra se evalud la actividad de la enfermedad a través
del Indice de Actividad de la Enfermedad en 28 articulaciones
(DAS28)%.

A 12 pacientes que presentaron la articulacién de la ro-
dilla inflamada se les realizé una artrocentesis para extraer
LS que se separd de la fraccién celular y se conservé a -80°C.

Este procedimiento fue realizado por un médico reumatélogo,
guiado por ecografia en la mayoria de los casos. A aquellos pa-
cientes que empezaron un nuevo tratamiento se les realizé un
seguimiento y nuevas determinaciones a los 3 meses pos-tra-
tamiento. La respuesta al tratamiento se midié utilizando los
criterios de respuesta EULAR®. Se consideraron respondedo-
res a los pacientes con buena y moderada respuesta. Ademas,
se incluyeron 30 individuos controles sin AR, mayores de 18
anos, teniendo en cuenta la misma distribucién de sexo y cri-
terios de exclusion de los pacientes.

El presente proyecto ha sido aprobado por el Comité de
Etica de las Investigaciones en Salud del Hospital Nacional de
Clinicas y el Consejo de Evaluacién Etica de Investigaciones en
Salud dependiente del Ministerio de Salud de la provincia de
Cérdoba bajo Registro Provincial de Investigacién en Salud, Re-
gistro de Investigaciones no Patrocinadas, N°165/13. Todas las
personas involucradas en este estudio firmaron previamente
el consentimiento informado.

Proteina “C” Reactiva, velocidad de sedimentacién globu-
lar, Factor Reumatoideo, anticuerpos anti-péptidos citrulina-
dos ciclicos de alta sensibilidad.

La PCR se determiné por inmunoturbidimetria (Dimensién
RxL Max, SIEMENS, Nueva York, EE. UU.), la velocidad de sedi-
mentacién globular (VSG) por método de Westergren, el FR por
técnica de latex, titulo de corte 1/20 (Artritest directo, Wiener
Laboratorios S.A.I.C, Rosario, Argentina) y los anticuerpos an-
ti-péptidos citrulinados ciclicos (anti-CCPhs) por ELISA (Enzy-
me linked Immunosorbent Assay), VR<20 U/mL (ORGENTEC,
Diagnostika GmbH, Mainz, Alemania).

Determinacién de IL-22 e IL-6

La determinacién de las citocinas se realizé por ELISA
sandwich. Para IL-22 se utiliz el equipo “Human IL-22 ELISA
MAX Deluxe Sets” (BioLegend, 8999 Biolegend Way, San Diego,
CA 92121, Estados Unidos) y para IL-6 el “BD OptEIA Human
IL-6 ELISA Set” (BD Biosciences, 2350 Qume Drive, San Jose, CA
95131, Estados Unidos). Se siguieron las instrucciones de los
fabricantes utilizando % del volumen de los distintos reactivos
(placas Costar Assay Plate, Half Area, Corning Incorporated,
Kennebunk ME 04043, USA). Los estandares y las muestras de
suero y LS se analizaron por duplicado y se incubaron toda
la noche (16-18 hs). Los puntos de la curva se realizaron de la
siguiente manera, para IL-22: 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5;
31,25 (pg/ml); y para IL-6: 300; 150; 75; 37,5; 18,8; 9,4; 4,7 (pg/ml).
Para ambeas citocinas se utilizé blanco de muestra. Se realiz6 la
lectura de las absorbancias utilizando el lector de microplacas
Seac Sirio, Radim (Pomezia, Italia) y se utiliz6 curva sigmoidal
de respuesta a la dosis en el software GraphPad Prism versién
5 para extrapolar la concentracién de las citocinas. Ellimite de
deteccién de IL-22 fue 16 pg/mL mientras que de IL-6 3 pg/mL.

Anilisis estadistico de los datos

Para el célculo estadistico se utiliz6 el software GraphPad
Prism versién 5. Un valor de p < 0,05 fue considerado estadis-
ticamente significativo.
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Resultados

Caracteristicas de los grupos en estudio

Las caracteristicas demograficas, bioquimicas y clinicas
de los grupos en estudio se detallan en la Tabla I. La distri-
bucién de sexos fue homogénea (p=0,55), mientras que la
media etaria fue mayor en los pacientes con AR que en los
controles (p=0,011). Como se esperaba, los valores de VSG, PCR
y anti-CCPhs fueron superiores en los pacientes con AR cuan-
do se compararon con el grupo control (p= 0,0016, p=0,0003,
y p<0,0001, respectivamente). Asi mismo, un 71,4% de los pa-
cientes presentaron valores detectables de FR, mientras que
s6lo un control (3,3%), con titulo bajo (p<0,0001).

Comparacién de los niveles séricos de IL-22 e IL-6 entre
pacientes con AR y controles

No todos los pacientes con AR y controles presentaron va-
lores dosables de las citocinas en suero. De los 77 pacientes
con AR, 46 (59,7%) y 35 (45,4%) presentaron niveles dosables
de IL-22 e IL-6, respectivamente. Cabe aclarar que algunos
pacientes presentaron valores dosables de ambas citocinas
mientras que otros sélo de 1L-22 o de IL-6. De los 30 contro-
les, 10 (33,3%) presentaron valores dosables de IL-22 y 7 (23,3%)
de IL-6. Cuando se compararon los niveles de ambas citocinas
entre los grupos de pacientes y controles que tuvieron valores
dosables, no se hallaron diferencias significativas para IL-22
(p=0,60) (Figura 1a) y tampoco para IL-6 (p=0,13) (Figura 1b).

Comparacién de los niveles de IL-22 e IL-6 al inicio y a los
tres meses de tratamiento

De los 30 pacientes con AR a los cuales se les hizo el segui-
miento luego de haber iniciado un nuevo tratamiento, 19 (63%)
tuvieron valores dosables de IL-22 y 13 (43%) de IL-6. Al com-
parar los niveles de IL-22 luego de 3 meses de tratamiento en
los pacientes que tuvieron inicialmente valores dosables, se
observé una disminucién significativa (p=0,035) (Figura 2a). La
mayoria de los pacientes, 63,2%, fueron respondedores al tra-
tamiento, 26,4 % tuvieron buena y 36,8% moderada respuesta.
El 36,8% restante no tuvo respuesta al tratamiento. Sin embar-
go, cuando discriminamos a los pacientes en respondedores
y sin respuesta (Figura 2b y 2c) y se compararon nuevamente
los niveles de IL-22 antes y después del tratamiento, no se ob-
servaron diferencias estadisticamente significativas (p= 0,469
y p= 0,468, respectivamente). De los pacientes que respondie-
ron al tratamiento, 8 iniciaron con MTX, 2 con etanercept, 1
con abatacept y 1 tuvo una terapia combinada de MTX mas
golimumab. Mientras los que no respondieron al tratamiento,
6 iniciaron con MTX y 1 con Tofa.

Los niveles séricos de IL-6 en los pacientes con valores do-
sables también disminuyeron significativamente luego de 3
meses de tratamiento (p=0,0003) (Figura 3a). E1 69,3% tuvo res-
puesta al tratamiento, 23,1% buena y 46,2% moderada, mien-
tras que el 30,8% no respondié. La disminucién de los valores
de IL-6 también fue significativa (p=0,0039), cuando analiza-
mos los pacientes respondedores (Figura 3b). Debido al esca-
so numero de pacientes en el grupo sin respuesta (n=4), no

fue posible realizar la comparacién al inicio y luego del trata-
miento (Figura 3c). De los pacientes respondedores, 5 iniciaron
tratamiento con MTX, 1 con etanercept, 1 con abatacept y 2
con terapia combinada: 1 de MTX mas golimumab y el otro de
MTX mas Tofa. De los pacientes sin respuesta, 2 iniciaron con
Tofa, 1 con MTX y 1 con etanercept.

Comparacién de los niveles de IL-22 e IL-6 en suero y li-
quido sinovial

En los pacientes a los que se les realiz6 artrocentesis te-
rapéutica, se compararon los niveles de las citocinas en suero
y LS. Los niveles de IL-22 fueron menores en LS que en sue-
ro de un mismo paciente (p=0,019) (Figura 4a), mientras que
los niveles de IL-6 fueron marcadamente superiores en LS
(p<0,0001) (Figura 4b).

Asociacién de las concentraciones de citocinas con la ac-
tividad de la enfermedad, autoanticuerpos y marcadores de
inflamacién

Se analiz6 la correlacién de los niveles de las citocinas en
el suero de los pacientes con distintas variables bioquimicas
y clinicas. Para ello, los pacientes con valores dosables de las
citocinas fueron agrupados en aquellos que estaban sin tra-
tamiento especifico y aquellos que estaban siendo tratados.
Los valores de IL-22 no correlacionaron con ninguna de las va-
riables analizadas, ni en los pacientes sin tratamiento, ni en
los tratados (Tabla II). Tampoco hallamos diferencias signifi-
cativas cuando comparamos los valores de VSG, PCR, DAS28 y
anti-CCPhs entre los pacientes sin tratamiento con valores no
dosables y dosables o entre los pacientes tratados con valores
no dosables y dosables (Tabla III).

En contraposicién, los valores de IL-6 en los pacientes sin
tratamiento correlacionaron positivamente con la PCR (Figura
5a y Tabla II) y con los anti-CCPhs (Figura 5b y Tabla II), y en el
caso de los pacientes tratados, sélo con la PCR (Tabla II). Para
las demas variables no se obtuvo correlacién significativa. Sin
embargo, cuando comparamos los niveles de estas variables,
entre los pacientes sin tratamiento, con valores no dosables
y dosables, y entre los pacientes tratados con valores no do-
sables y dosables de IL-6, observamos que: la VSG fue mayor
en los pacientes con valores dosables tanto en aquellos que
estaban sin tratamiento (p=0,041) como en aquellos tratados
(p=0,0088); 1a PCR fue mayor en los pacientes con valores dosa-
bles de IL-6 tanto en el grupo sin tratamiento (p=0,0010) como
en el tratado (p=0,0088); el DAS28 también fue mayor en los
pacientes con valores dosables en el grupo sin tratamiento
(p=0,0058), aunque no hubo diferencias en el caso de los trata-
dos (p=0,073); para los anti-CCPhs no se obtuvieron diferencias
ni en los pacientes sin tratamiento (p=0,7398), ni en los trata-
dos (p=0,63) (Tabla IV).

Discusién

Las citocinas son responsables de la inflamacién y la des-
truccién de las articulaciones que se producen durante la
AR, estimulando la proliferacién y diferenciacién de Li B,
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Niveles de IL-22 e IL-6 en suero de pacientes con AR y controles.
a) IL-22 mediana (P25-75) AR: 84,17 (43,92- 160,8), control: 80,40 (37,68- 135,3). Test de Mann Whitney, p=0,60.
b) IL-6 mediana (P25-75) AR: 30,05 (11,52- 56,88), control: 15,01 (6,60 -19,42); Test de Mann Whitney, p=0,13.

AR= Artritis reumatoidea. ns= no significativo.

Li T y células NK, activacién de fibroblastos y osteoclastos, y
aumento de la expresiéon de moléculas de adhesién endote-
lial®?. En este trabajo nos enfocamos en el estudio de la IL-22,
citocina efectora de la respuesta Th17, a la que se le ha adjudi-
cado un papel patogénico en el inicio y el desarrollo de la AR%.
También en la IL-6, citocina inflamatoria por excelencia, que
promueve la reaccién de fase aguda y que contribuye a la in-
duccién y mantenimiento de los procesos autoinmunes a tra-
vés de la maduracién de Li B y la diferenciacién de Li Th17%.
En nuestra cohorte de pacientes identificamos un alto
porcentaje de ellos con niveles indetectables o no dosables
de IL-22 (40,3%,) y de IL-6 (54,6%). Otros estudios demuestran
una remarcable heterogeneidad en los valores séricos de es-
tas citocinas entre los pacientes con AR?*-%, Algunos autores
determinaron inicialmente un rango de valores normales, ac-
tualmente llamados valores de referencia, de IL-22 en suero
de un grupo de 45 controles sanos, calculado como la media
+ 3 desviacién estdndar. En este trabajo los pacientes, con AR
muy temprana y activa, fueron agrupados en aquellos con IL-
22 en el rango normal y aquellos con altos niveles de IL-22%.
El grupo de pacientes con IL-22 normal tuvo una media de 4,3
+ 1,4 pg/mL que fue menor al limite de deteccién de nues-
tro ensayo de ELISA (16 pg/mL) y el porcentaje de pacientes
con valores no dosables (40,3%) de nuestro estudio fue similar
al porcentaje de pacientes con valores normales del estudio
arriba mencionado (51%)?. Motohiko Aizu y col. utilizaron un
ELISA para medir IL-6 en suero de pacientes con AR cuyo limi-
te de deteccién fue de 3 pg/mL y a los pacientes con valores
menores a ese limite, consecuentemente, no dosables, deci-
dieron asignarle ese valor®. El mismo criterio fue utilizado en
otro estudio realizado en Jalisco, México®. Asignar un mismo
valor, el del limite de deteccién, a todas aquellas muestras no

dosables impacta de manera no aleatoria en el valor medio
del analito, por lo tanto, en nuestro trabajo decidimos analizar
Unicamente a aquellos pacientes y controles en los cuales se
pudieron medir las citocinas con certeza.

En nuestro estudio no hallamos diferencias en los ni-
veles de IL-22 cuando comparamos los valores dosables de
esta citocina entre los pacientes con AR y los controles. En
acuerdo con nuestros resultados, Anupam Mitra y col. tampo-
co hallaron diferencias en los niveles séricos de IL-22 cuando
compararon pacientes con AR con osteoartritis, una artritis
no-inflamatoria, como control negativo®. Sin embargo, en
otros estudios hallaron aumento en los niveles plasmaticos
de IL-22 de pacientes con AR cuando se compararon con con-
troles sanos*'72142, Cabe destacar que en estos trabajos los
niveles séricos de IL-22 en los pacientes con AR fueron ex-
tremadamente dispersos o heterogéneos, como se mencioné
anteriormente, con un gran numero de pacientes con valores
bajos y muy bajos de IL-22 y algunos pocos con valores muy
altos, lo que lleva a DS grandes e incluso superiores a la me-
dia?4-4, Algo similar sucedi6 en nuestro grupo de pacientes.

Tampoco hallamos diferencias significativas entre los
niveles dosables de IL-6 de los pacientes con AR y el grupo
control. Esto concuerda con el trabajo de Ibrahim Tekeoglu y
col. donde compararon los niveles séricos de IL-6 entre pa-
cientes con AR y controles sanos utilizando un ELISA con una
sensibilidad 10 veces mayor a la del nuestro®. Sin embargo,
hay otros estudios donde demuestran niveles aumentados de
IL-6 en los pacientes con AR®!2223844-45_ A] jgual que para IL-22,
los trabajos muestran valores muy heterogéneos de IL-6 en
los pacientes con AR con DS mayores a la media?2*7-3845, Es-
tos hallazgos podrian explicar la falta de respuesta a TCZ de
algunos pacientes. La variabilidad en los valores plasmaticos
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Figura 2
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Niveles de IL-22 al inicio (0 meses) y después de 3 meses de tratamiento.
a) IL-22 AR totales: mediana (P25-75) Inicio= 107,1 (44,63-169,2), 3 meses= 72,7 (12,37- 157,5); n= 19,

Test t de muestras pareadas, p=0,035.

b) IL-22 Respondedores: mediana (P25-75) Inicio= 73,7 (32,8-126,4), 3 meses= 67,5 (9,9-85,1); n=12,

Test de Wilcoxon, p= 0,469.

c) IL-22 Sin respuesta: mediana (P25-75) Inicio= 169,2 (136,3-283,4), 3 meses= 166,5 (53,1-197,3); n=7,
Test de Wilcoxon, p= 0,468. AR= Artritis reumatoidea. ns= no significativo. * p<0,05.

de las citocinas parece no limitarse a IL-22 e IL-6, ya que Re-
yes-Castillo y col hallaron esta limitacién cuando estudiaron
distintas citocinas Th1, Th2 y Th17 con un ensayo multiplex
en pacientes con AR®. Las discrepancias observadas entre
los diferentes estudios pueden explicarse por los diferentes
backgrounds genéticos de las poblaciones estudiadas, las
formas de clasificar a los pacientes con AR, la utilizacién de
diferentes técnicas (con diferentes limites de deteccién) para
la determinacién de las citocinas, el tiempo de evolucién de
la enfermedad y la utilizacién de diferentes drogas inmuno-
supresoras.

Un hallazgo muy interesante de nuestro trabajo fue la dis-
minucién que se produjo en los valores séricos de IL-22 e IL-6
en los pacientes luego de 3 meses de haber iniciado un nuevo
tratamiento. Para el caso de IL-22 esa diferencia estadistica
fue modesta y se pierde cuando agrupamos a los pacientes en

respondedores y sin respuesta al tratamiento. De acuerdo con
nuestros datos, otros autores hallaron una disminucién en los
niveles plasmaticos de IL-22 en pacientes que mostraron bue-
na respuesta, luego de 3 meses de tratamiento combinado de
MTX con leflunomida*. Cabe destacar que el criterio utilizado
para evaluar la respuesta al tratamiento no fue exactamente
el mismo que el utilizado por nosotros, y que el 66,7% de los
pacientes, con buena y moderada respuesta en nuestro estu-
dio, inicié tratamiento con MTX, pero ninguno terapia combi-
nada con leflunomida.

Vale la pena decir que los niveles séricos de IL-6 de nues-
tros pacientes disminuyeron significativamente en aquellos
con buena y moderada respuesta al tratamiento. En un estu-
dio realizado en 20 pacientes con AR y enfermedad estable-
cida y clinicamente activa, se demostré una disminucién en
los niveles de IL-6 luego de 3 meses de tratamiento con bajas
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Figura 3
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Niveles de IL-6 al inicio (0 meses) y después de 3 meses de tratamiento.

a) IL-6 AR totales: mediana (P25-75) inicio= 19,7 (13,19-54,69), 3 meses= 5,7 (2,31- 12,41); n= 13, Test t de muestras pareadas, p= 0,0003.
b) IL-6 Respondedores: mediana (P25-75) Inicio= 30,1 (13,8-54,7), 3 meses= 6,6 (3,7-12,4); n=9, Test de Wilcoxon, p= 0,0039.
c) IL-6 Sin respuesta: n=insuficiente. AR=Artritis Reumatoidea. *p<0,01 **p<0,001.

dosis de MTX*. Otro trabajo también demostré una reduccién
en los niveles de IL-6 luego de 12 semanas de tratamiento pero
con dosis mayores de MTX"2. Hambardzumyan y col demos-
traron que los niveles de IL-6 fueron menores en los pacientes
con baja actividad de la enfermedad cuando se compararon a
aquellos con alta actividad, luego de 3 meses de tratamiento
con MTXY. En ese mismo estudio los niveles pre-tratamiento
de IL-6 no fueron capaces de predecir respuesta clinica (baja
actividad de la enfermedad) luego de 3 meses de tratamiento
con MTXY. Por otro lado, Straub y col., demostraron una re-
duccién en los niveles de IL-6 luego de un afio de tratamiento
con DMARDs sintéticos convencionales, y que esta disminu-
cién, fue el mejor marcador pronéstico de respuesta clini-
ca luego de 3 anos de tratamiento®. Consecuentemente, en
aquellos pacientes con niveles basales dosables de IL-6, esta
determinacién podria utilizarse como una medida adicional
de respuesta. Lamentablemente, el nimero pequeiio de pa-
cientes con niveles basales dosables, sin respuesta al trata-

miento, en nuestro estudio, no nos permitié evaluar los cam-
bios de esta citocina luego de 3 meses de tratamiento en este
grupo. En contraposicién a nuestros hallazgos, en un trabajo
donde midieron IL-6 al inicio y luego de 3 y 6 meses de trata-
miento con anti-TNFa no hallaron cambios en los niveles de
la citocina®. En nuestro estudio sélo 1 paciente respondedor,
con nivel dosable de IL-6, inicié tratamiento con etanercept y
otro terapia combinada de golimumab méas MTX.

Cuando comparamos los niveles séricos de IL-22 e IL-6
con los hallados en LS de un mismo paciente, se encontra-
ron comportamientos opuestos. IL-22 estaba disminuida e
IL-6 extremadamente aumentada en LS. En contraposicién,
Anupam Mitra y col. hallaron que los niveles de IL-22 en LS
de los pacientes con AR fueron mayores que en plasma®. Sin
embargo, al realizar la comparacién utilizaron un test estadis-
tico de muestras independientes o no pareado*®. También se
han observado niveles elevados de esta citocina en el tejido
sinovial de pacientes que padecen esta enfermedad***°y en
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Figura 4
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a) IL-22: mediana (P25-75) suero= 56,77 (10,14- 107,1), LS= 11,71 (5,21- 24,93) n=11; Test de Wilcoxon, p=0,019.
b) IL-6: mediana (P25-75) suero= 14,84 (1,39-48,57), LS= 6683 (2730- 33609) n=12; Test t de muestras pareadas, p<0,0001.

LS= liquido sinovial. * p<0,05. ***p<0,0001.

Figura 5
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Correlacion entre las concentraciones séricas de IL-6 con distintos parametros bioquimicos.
a) Correlacién entre los niveles séricos de IL-6 de pacientes sin tratamiento y los niveles de PCR
b) Correlacion entre los niveles séricos de IL-6 de pacientes sin tratamiento y los niveles de anti-CCPhs.

Test estadisticos y valores de r y p figuran en la tabla II.

células mononucleares de liquido sinovial®. En concordancia
con nuestros resultados, otros grupos hallaron niveles mayo-
res de IL-6 en LS que en plasma de pacientes con AR®552 En
uno de esos trabajos estudiaron secuencialmente, durante un
seguimiento de 8 hs, muestras pareadas de sangre y LS de
3 pacientes con AR y hallaron que los niveles de IL-6 fueron
variando independientemente en ambas muestras bioldgi-
cas®’. Consecuentemente en los pacientes con AR hay una
produccién local de IL-6 que estaria impulsando una fuerte
respuesta inflamatoria en la articulacién. Esa produccién lo-

cal es 1000 veces mayor en la articulacién que en la sangre,
pasando del orden de los pg/mL a ng/mL. En la articulacién,
IL-6 desempena un papel fundamental en el proceso infla-
matorio, en la resorcién 6sea mediada por osteoclastos y en
el desarrollo del pannus a través de una mayor expresion de
factor de crecimiento endotelial vascular®?.

Al momento de correlacionar los niveles de las citocinas
con variables bioquimicas y clinicas, los niveles séricos de IL-
22 no correlacionaron con VSG, PCR, DAS28, FR o anti-CCPhs
ni en los pacientes sin tratamiento, ni en los tratados. Estos
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Tabla I. Caracteristicas demograficas,

bioquimicas y clinicas de individuos
controles y pacientes con AR

AR
Tratamiento
ot Tedosgts vworp ST (D5
Edad,® afios 47410 5314  0,01lc 5215 55412
Sexo, n° F/M 27/3 64/13  0,55d  34/6 30/7
VSG," mm/h (3,7-15) (5,529) 00016  I%3, (@54
PCR," mg/L s (395 00003 6 o 50
DAS28* - 4,4+1,4 - 4,6£1,3 4,2+1,5
FR, +/- (% +) 35 (F14ds) <0,0001f (&%) (k%)

. 2,7 97,5 70 278,0
Anti-CCP hs,’ U/mL (1,6:5,3) (5,1-1000) <0.0001e (3.1000) (11,0-1000,0)

Referencias: *Valor expresado como la media + desviacién estandar; bvalor ex-
presado como la mediana y rango intercuartilico (P25-75); “Test de Welch;

dTest exacto de Fisher; °Test de Mann Whitney; ‘Test Chi-cuadrado. AR= artritis
reumatoidea; pts.=pacientes; Tx= tratamiento; VSG= velocidad de sedimentacién
globular; PCR= Proteina C Reactiva; DAS28= indice de actividad de la enfermedad
sobre 28 articulaciones; FR= factor reumatoideo (VR < 1/20); anti-CCP hs= anti-
cuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados de alta sensibilidad (VR < 20 U/mL).

Tabla II. Correlacién entre las concentraciones

de IL-22 e IL-6 en suero de pacientes y
distintas variables bioquimicas y clinicas

IL-22 IL-6
Sin Tx Tx Sin Tx Tx
r Valor p r Valor p r Valor p r Valor p
VSG, mm/h 0,034 0,86° 0,16 0,492 0,14 0,61° 0,26 0,28
PCR, mg/L 0,034 0,87 0,24 0,28 0,59 0,019° 0,52 0,019°
DAS28 0,052 0,81 0,15 0,53 0,37 0,18 0,25 0,28

FR, (+/-) %+ -0,11 0,68 0,32 0,23* 0,018 0,98* -0,052 0,85°

Anti-CCP hs, U/mL  -0,19 0,37 0,23 0,33* 0,55 0,03 0,075 0,76°

Referencias: *Correlacién de Spearman; *Correlacién de Pearson; Tx= trata-
miento; VSG= velocidad de sedimentacién globular; PCR= Proteina C Reactiva;
DAS28=indice de actividad de la enfermedad sobre 28 articulaciones; FR= fac-
tor reumatoideo (VR < 1/20); anti-CCP hs= anticuerpos anti-péptidos ciclicos
citrulinados de alta sensibilidad (VR < 20 U/mL). En negrita se remarcan las
correlaciones significativas.

Tabla III. Comparacién de las distintas varia-_
bles bioquimicas y clinicas entre pacientes sin

tratamiento y tratados, discriminados segun
valores no dosables y dosables de IL-22

Sin Tx Tx

No dosable Dosable No dosable Dosable
(n=15) (n=25) Valorp “n-16) (n=21) Vvalorp

21,0 15,0 c 15,5 9,0 c

VSG,” mm/h (7,0-36,0) (7,5-39,0) " *7°  (4,3%7,0) (3,0-23,0) 22®°
5,0 8,0 " 7,0 5,0 735¢

PCR,> mg/L (2,7:18,7) (3,525,0)°3%%  (3,052,7) (3,0:12,5) %7>>
| 4,4 4,1 .

DAS28 HOEL2 A6 LF0N 54551y @5754p @00

- 62 92,5 380 85,5 :
anti-CCP hs, 2U/mL  (1,4-1000) (5,2-573,8)2:85°  (14-1000) (5,9-1000) 0-548

Referencias: *Valor expresado como la mediana y rango intercuartilico (P25-75);
bvalor expresado como la media + desviacién estandar; “Test de Mann Whitney;
dTest de Welch; Tx= tratamiento; VSG= velocidad de sedimentacién globular;
PCR= Proteina C Reactiva; DAS28= indice de actividad de la enfermedad sobre
28 articulaciones; anti-CCP hs= anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados
de alta sensibilidad (VR < 20 U/mL).

Tabla IV. Comparacién de las distintas varia-
bles bioquimicas y clinicas entre pacientes sin

tratamiento y tratados, discriminados segin
valores no dosables y dosables de IL-6

Sin Tx Tx

No dosable Dosable No dosable Dosable
(n=25) (n=15) ValorP  “(n=17) (n=20) Valorp

+ b + c 5] 19 d
VSG,mm/h 17,3 % 11,52 32,6 + 250,041 (335p  (odep 0008
4,5 15 4 11 d
PCR,> mg/L (2,3:8,5) (838 0.001° (3l (g5 37 0008
DAS28" 42+12 53+£1,30,006c0 3,7%1,5 4,6=*1,4 0,073

: 66 100 93 320
anti-CCP hs, 2U/mL  (g30'573,5) (2,2-1000)%/73%°  (4,6-1000) (31-1000) %:631°

Referencias: “Valor expresado como la mediana y rango intercuartilico (P25-75);
bvalor expresado como la media + desviacién estdndar; Test de Welch; 4Test
de Mann Whitney; °Test t de muestras independientes; Tx= tratamiento; VSG=
velocidad de sedimentacién globular; PCR= Proteina C Reactiva; DAS28= indice
de actividad de la enfermedad sobre 28 articulaciones; anti-CCP hs= anticuer-
pos anti-péptidos ciclicos citrulinados de alta sensibilidad (VR < 20 U/mL). En
negrita se remarcan las correlaciones significativas.

hallazgos confirman que IL-22 no tiene efectos directos sobre
células inmunes, incluidos los Li B y su funcién productora
de anticuerpos. Tampoco se hallaron diferencias en todas es-
tas variables cuando se las compard entre los pacientes con
IL-22 no dosable y dosable. Concordantemente, Jan Leipe y
col. no hallaron diferencias entre los pacientes con AR con
niveles normales y aquellos con niveles altos de IL-22 cuando
compararon DAS28, PCR, VSG, FR y anti-CCPhs?!. Asi mismo,
otros autores tampoco hallaron correlacién entre los niveles
de IL-22 y DAS28, o IL-22 y PCR*%2. Siguiendo en la misma
linea, Kyoung-Woon y col. no obtuvieron correlacién con VSG
y PCR*. La IL-22 puede ser proinflamatoria o protectiva del
tejido dependiendo del tipo de respuesta inflamatoria, su
fuente celular y el medio de citoquinas que la rodean®. En AR
el efecto proinflamatorio de IL-22 parece ser leve y algunos
grupos proponen a esta citocina como un marcador de erosio-
nes 6seas?’. Desafortunadamente, los cambios radiogréaficos
no fueron evaluados en nuestro estudio y no podemos corro-
borar esta hipdtesis. En contraposicién, otros estudios halla-
ron correlacidén entre los niveles séricos de IL-22 con DAS28%4,
con FR**° o con anti-CCPhs*. Sin embargo, en algunos casos
las correlaciones fueron débiles, con valores de “r” que oscilan
entre 0,2 y 0,3%.

La IL-6 es un factor de crecimiento de células B y cumple
un rol muy importante en la induccién de Li T foliculares hel-
per* lo que promoveria la generacién de células plasmaéticas
y la produccién de autoanticuerpos®*. Al ser una citocina pro-
inflamatoria, también induce la sintesis de proteinas de fase
aguda a nivel hepatico, como la PCR y otras proteinas que lle-
varian al aumento de la VSG>?*?4%. Los niveles séricos de IL-6
en nuestro estudio correlacionaron positivamente con la PCR
en pacientes sin tratamiento y tratados, y con los anti-CCPhs
en pacientes sin tratamiento. Aunque no hubo correlacién
con VSG y DAS28, cuando comparamos estas variables en-
tre los pacientes con valores no dosables y dosables de IL-6,
observamos que los pacientes con valores dosables tuvieron
mayores niveles de VSG tanto en los pacientes sin tratamien-
to como en los tratados, y mayores niveles de DAS28 cuando
los pacientes estaban sin tratamiento. La PCR también fue
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mayor en los pacientes con valores dosables cuando se com-
pararon con los no dosables, en ambos grupos de pacientes.
En un trabajo publicado recientemente, los autores hallaron
correlacién positiva de IL-6 en suero con parametros de ac-
tividad de la enfermedad como VSG, PCR y DAS28, y con dis-
tintos autoanticuerpos como los anti-CCP y anti-vimentina
mutada citrulinada®. Concordantemente, otros grupos ha-
llaron correlacién positiva entre IL-6 y PCR®. Si bien en el
trabajo de Abdel Mequid y col no obtuvieron correlacién entre
esas 2 variables, ellos hallaron correlacién positiva de IL-6 con
VSG y anti-CCP*. Otros estudios también hallaron correlacién
positiva de la IL-6 con la VSG®*. El grupo de Tekeoglu y col.
en Turquia report6 que la IL-6 en suero de los pacientes con
alta actividad de la enfermedad fue mayor que en los de baja
actividad, y los niveles de esta citocina correlacionaron posi-
tivamente con DAS28 y VSG*®. Sin embargo, otros autores no
encontraron correlacién entre los niveles de IL-6 y DAS28%24556
oIL-6 y FR*.

Conclusiones

Dado que la AR es una enfermedad muy heterogénea, tan-
to en su presentacién clinica como en los mecanismos invo-
lucrados en su fisiopatogenia, en aquellos pacientes que al
inicio del tratamiento presenten valores dosables de IL-22 o,
principalmente, de IL-6, la disminucién de sus niveles, podria
utilizarse como un biomarcador adicional de respuesta.

Una mejor comprensién del rol de IL-22 e IL-6 en pacien-
tes con AR, incluidos sus cambios luego de la instauracién de
un tratamiento especifico, ayudaria al disefio de terapias mas
eficaces, principalmente en aquellos pacientes de dificil ma-
nejo de su estado inflamatorio o actividad de la enfermedad.
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