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1.- INTRODUCCION

1.1. La Artritis Idiopatica Juvenil

La Artritis Idiopatica Juvenil (AlJ), previamente conocida como Artritis Crénica Juvenil
(ACJ) en Europa o Artritis Reumatoide Juvenil (ARJ) en Norteamérica, no es una
entidad Unica sino que comprende un grupo heterogéneo de enfermedades, con
diferentes manifestaciones iniciales (articulares y sistémicas), patogenia, curso
evolutivo, pronoéstico y tratamiento. La AlJ es la enfermedad del tejido conectivo mas
frecuente en la infancia, y una de las mas frecuentes enfermedades crdnicas en la edad
pediatrica, siendo todavia hoy dia una causa importante de discapacidad a corto y largo

plazo.(1)

La clasificacion de las artritis cronicas en la infancia ha sido un problema durante
décadas. En los afios 70 se propusieron dos grupos de criterios para la clasificacion de
las artritis cronicas en la infancia. El American College of Rheumatology (ACR)
propuso el término Artritis Reumatoide Juvenil y desarrolld y validd una serie de
criterios (Tabla 1).(2) Por su parte la European League Against Rheumatism (EULAR)
propuso el término Artritis Cronica Juvenil (Tabla 2).(3) Con posterioridad una tercera
clasificacion fue propuesta por el Grupo de Trabajo Pedidtrico de la ILAR
(International League of Associations for Rheumatology).(4) Esta clasificacion y sus
subsiguientes revisiones (5,6) fueron desarrolladas con la intencion de delinear, con
intenciones investigadoras, categorias de artritis idiopatica en la infancia relativamente
homogéneas y mutuamente excluyentes basadas preferentemente en hallazgos clinicos y

de laboratorio (Tabla 3).(6)
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Tabla 1. Criterios para la clasificacion de la Artritis Reumatoide Juvenil

1.- Edad al inicio menor de 16 afios
2.- Artritis (tumefaccidn o derrame, o presencia de dos o mas de los signos siguientes:
limitacién del grado de movimiento, dolor, y aumento de temperatura) en una o mas
articulaciones.
3.- Duracion de la enfermedad de 6 o mas semanas.
4.- Tipo de inicio definido por el inicio de la enfermedad en los primeros 6 meses:
a.- Poliartritis: > 5 articulaciones inflamadas
b.- Oligoartritis (enfermedad pauciarticular): <5 articulaciones inflamadas
c.- Inicio sistémico: artritis con fiebre caracteristica
5.- Exclusion de otras formas de artritis juvenil.

Tabla 2. Criterios para el diagndstico de Artritis Cronica Juvenil

1.- Edad al inicio menor de 16 afios
2.- Artritis en una o mas articulaciones.
3.- Duracion de la enfermedad de 3 o mas meses.
4.- Tipo definido por las caracteristicas al inicio:
a.- Pauciarticular: <5 articulaciones
b.- Poliarticular: > 4 articulaciones, factor reumatoide negativo
c.- Sistémica: artritis con fiebre caracteristica
d.- Artritis Reumatoide Juvenil: > 4 articulaciones, factor reumatoide positivo
e.- Espondilitis anquilosante juvenil
f.- Artritis psoriatica juvenil.

Tabla 3. Clasificacion de la Artritis Idiopatica Juvenil (Edmonton 2001)

1.- Sistémica

2.- Oligoartritis

3.- Poliartritis (factor reumatoide negativo)
4.- Poliartritis (factor reumatoide positivo)
5.- Artritis psoriatica

6.- Artritis relacionada con entesitis

7.- Artritis indiferenciada.
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1.2. La Artritis Idiopatica Juvenil de inicio Sistémico

1.2.1. Definicion:

La forma de inicio sistémico en las artritis cronicas de la infancia ya fue descrita por
primera vez por George Frederic Still en 1897.(7) De hecho esta forma de inicio esta
presente sdlo con minimas matizaciones en las tres clasificaciones mas cominmente

aceptadas (ACR, EULAR, ILAR).(2,3,6)

La Artritis Idiopatica Juvenil de inicio Sistémico (AlJiS) es definida por la ILAR como
aquella artritis en una o mas articulaciones acompafiada o precedida de fiebre de al
menos 2 semanas de duracion y que ha sido documentada como diaria (“cotidiana’) al
menos durante 3 dias seguidos, y que se acompafia de uno o mas de los siguientes:
exantema evanescente eritematoso (no fijo), aumento de tamafio de los ganglios
linfaticos generalizado, hepatomegalia y/o esplenomegalia y serositis. La ILAR a
diferencia de otras clasificaciones con el fin de homogeneizar los grupos considera
como criterios excluyentes la presencia de psoriasis o una historia de psoriasis en un
familiar de primer grado, la presencia de artritis en un nifio HLA-B27 + de inicio
posterior a los 6 aflos de edad, la presencia de espondilitis anquilosante, artritis
relacionada con entesitis, sacroileitis con enfermedad inflamatoria intestinal, sindrome
de Reiter, o uveitis anterior aguda, o una historia de alguna de estas entidades en un
familiar de primer grado y la presencia de un factor reumatoide IgM al menos en 2

determinaciones con al menos 3 meses de diferencia en las determinaciones.

1.2.2. Incidencia:

Los datos sobre incidencia de la AlJ varian entre 1’9 y 22’6 por 100.000 nifios/afio.(8,9)
Esto es debido a que los trabajos publicados estan sujetos a diferentes sesgos, como son
las diferencias en los criterios de definicidn, el acceso a los sistemas de salud de las
poblaciones estudiadas, los criterios de derivacion, las fuentes consultadas (estudios
poblacionales, clinicos, basados en los profesionales o encuestas de salud), la raza o los

aflos incluidos en la observacion.(10,11) Las cifras de prevalencia oscilan entre 10 y
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148’1 por 100.000 nifios.(8,9) En Espafia, en un reciente estudio sobre la incidencia y
prevalencia en Catalunya, las cifras parecen ser menores con una incidencia de 6’86 por
100.000 habitantes menores de 16 afios y una prevalencia de 40’2 por 100.000
habitantes menores de 16 afios, cifras similares a las de otros paises del sur de Europa
(Modesto C., Antén J., Rodriguez B., Bou R., Ros J., Arnal C., Barceld P. Incidence

and prevalence of juvenile idiopathic arthritis in Catalonia (Spain), en preparacion).

Los trabajos publicados muestran que la forma de inicio Sistémico de la AlJ representa
entre un 10°7% y un 19°49% del total de las AIJ.(12) Con cifras de incidencia
calculadas de entre 0’4 y 0’9 por 100.000 nifios/afio.(13,14) En el estudio realizado en
Catalunya las formas de inicio sistémico representarian un 6°9% de los casos incidentes
y un 8’8% de los casos prevalentes, (Modesto C., Antén J., Rodriguez B., Bou R., Ros
J., Armnal C., Barceld P. Incidence and prevalence of juvenile idiopathic arthritis in

Catalonia (Spain), en preparacion).

Afecta por igual a nifios y nifias, y si bien se ha descrito en todas las edades pediatricas,
algunos autores han descrito una mayor incidencia entre el afio y los cinco afios de

edad.(15)

1.2.3. Clinica:

La AIJiS se caracteriza por la presencia de sintomas sistémicos, la fiebre es
caracteristica, con picos una o dos veces al dia hasta 39° C con un rapido descenso hasta
la normalidad y un predominio por la tarde-noche. Este patroén en algunas ocasiones al
inicio de le enfermedad puede no estar presente. También es tipica la presencia de un
exantema evanescente, de predominio en el tronco y la parte proximal de las
extremidades. El exantema es migratorio, casi siempre asociado a los picos febriles,
clasicamente descrito como asalmonado, con un centro palido, macular en un 90%,
maculo-papular en un 10%. En algunas ocasiones puede ser pruriginoso o tener un
fenomeno de Koebner asociado. En unos 2/3 de los pacientes se asocian hepatomegalia,
esplenomegalia y/o poliadenopatias, y en un 25% de los casos podemos encontrar

poliserositis.(15,16)
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La artritis puede afectar una o mads articulaciones, y puede aparecer al inicio de la
enfermedad o durante el desarrollo de la misma, siendo el patréon mads caracteristico un

inicio oligoarticular con un curso poliarticular.(15)

1.2.4. Etiologia y Patogénesis

1.2.4.1. Predisposicion genética

La etiologia de la AIJiS es desconocida. A pesar de que la AIJiS raramente es familiar
se han realizado multiples estudios, asi el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC, por major histocompatibility complex) en el brazo corto del cromosoma 6 ha
sido analizado extensamente, y se han encontrado asociaciones con genes HLA y no-
HLA. Las asociaciones genéticas con los alelos del MHC se han documentado con HLA
de clase II, pero también con ciertos alelos de clase I. Estas asociaciones se relacionan
fundamentalmente con el subtipo de AlJ y con la edad,(17) y son mas importantes para
las formas oligoarticular y poliarticular de la AIJ.(18) Para la AIJiS, se ha observado la
asociacion con HLA-B8, HLA-Bw35,(19,20) y HLA-DR4,(19,21) mientras que el
HLA-DPB1*0401 se ha asociado con un efecto protector en poblacién caucésica.(22)
En poblacion japonesa se han descrito asociaciones con HLA-DRB1*0401 y HLA-
DRB1*0405.(23) No obstante hay que decir que la mayoria de estas asociaciones no

han podido ser confirmadas en estudios posteriores.(24)

1.2.4.2. Autoanticuerpos y linfocitos

No se han identificado anticuerpos ni inmunocomplejos caracteristicos en la AlJiS, por

lo que parece improbable que estos jueguen un papel importante en la patogénesis de la

AlJiS.(15)

Las cifras de linfocitos B se muestran aumentadas.(25,26) En cambio los estudios sobre
el papel de los linfocitos T y sus fenotipos han sido contradictorios. En algunos estudios
se mostraba un aumento de la frecuencia de los CDS,(27,28) mientras que en otros
estaba disminuida.(29,30) Otros autores no hallan un incremento en la activacion o

marcadores de diferenciacién de células T en pacientes con AlJiS, pero si muestran un
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descenso importante de las cifras de células natural killer (NK) circulantes.(31) Este
descenso en las cifras de células NK se ha descrito también en el sindrome de activacion
del macrofago (SAM),(32) complicacion descrita en muchas enfermedades reumaticas,
pero especialmente en la AlJiS. El SAM es similar a la linfohistiocitosis
hemofagocitica, trastorno genético con una funcion disminuida o ausente de las células
NK. Para algunos autores este disfuncidon de las células NK permitiria diferenciar la
AlJiS de otras formas de AlJ.(33) De hecho para algunos autores el SAM estaria
intimamente implicado en la patogénesis de la ALJiS, y el SAM oculto seria mucho mas
comun de lo esperado, llegando a identificar, cuando se realizan punciones de médula

Osea, extensiones compatibles con SAM hasta en el 53% de los pacientes.(34)

1.2.4.3. Citoquinas y mediadores autoinflamatorios

Cada vez se reconoce mas el papel que en enfermedades, como la AlJiS, juega el
balance entre las citoquinas pro-inflamatorias y las anti-inflamatorias. Las 2 mayores
citoquinas inflamatorias inducidas por la activacion de la respuesta inmune innata son el
factor de necrosis tumoral o (TNF-a, tumor necrosis factor) y la interleuquina 1 (IL-1).
Ambas citoquinas son claves en el inicio de la respuesta inflamatoria, asi como en la
induccién de la produccion de otras citoquinas inflamatorias como la interleuquina-6
(IL-6) y algunas quimioquinas. Existen otras citoquinas contra-reguladoras o anti-
inflamatorias como son el receptor soluble del TNF, el receptor antagonista de IL-1 (IL-

1RA) y la proteina accesoria de la IL-1 (AcP).

A pesar de que hay un cierto solapamiento en las acciones de la red de citoquinas,
parece deducirse de modelos animales y diferentes enfermedades humanas que las
citoquinas varian en diferentes enfermedades. Asi por ejemplo en un cuadro
autoinflamatorio como los CAPS (Cryopyrin-Associated Periodic Syndromes, o
sindromes periddicos asociados a criopirina), que agrupan a enfermedades como el
sindrome de Muckle-Wells, la Urticaria familiar por Frio o el sindrome CINCA (por
Chronic Infantile Neurological Cutaneous Articular Syndrome), también conocido
como NOMID (por Neonatal Onset Multisystem Inflammatory Disease), se ha visto
solo una moderada respuesta a los anti-TNF y en cambio una buena respuesta a la

inhibicién de IL-1.(35,36)
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Se han publicado varios estudios que intentan analizar la produccion de citoquinas y de
inhibidores de citoquinas en muestras de sangre de pacientes con AlJiS. Asi en los
pacientes con AlJiS se han encontrado aumentos del receptor soluble de IL-2 (sIL-
2R),(37,38) y del receptor soluble del TNF (p55 sTNFR).(38,39) Sin embargo si
comparamos con la IL-6 o IL-1 no hay correlaciones claras entre los niveles circulantes
de TNF-a y los hallazgos tipicos de la AlJiS (Tabla 4).(40) Por otra parte, y por lo que
respecta al TNF-o, al analizar la expresion en el tejido sinovial y los niveles en el
liquido sinovial,(41,42) en las articulaciones de los pacientes con AlJiS se encuentran
cifras de TNF- a similares a otras formas de AlJ y a la AR, sin embargo sabemos que la
respuesta a inhibidores del TNF-a tanto por lo que respeta a los sintomas articulares
como sistémicos es inferior a la de otras formas de AlJ,(43,44) lo que sugiere que el

TNF-a no juega un papel relevante en la AlJiS.(40)

Tabla 4. Actividad bioldgica y potencia relativa de IL-1, IL-6 y TNF en la induccién de
la respuesta inflamatoria sistémica y local.

| IL-1 | IL-6 | TNF

Sistema Nervioso Central

Fiebre ++ +++ +

Produccion hipotalamica de Factor liberador de corticotropina + +++ +
Higado

Produccion de proteinas fase aguda ++ +++ +
Médula 6sea

Aumento polimorfonucleares + +++ ++

Trombocitopoyesis - +++ -

Inhibicion de la eritropoyesis ++ ++ ++
Células endoteliales

Aumento en la permeabilidad vascular y vasodilatacion +++ + ++

Induccién de quimioquinas y moléculas de adhesion + ++ +++

Induccién de fenotipo procoagulante + + ++
Fibroblastos

Liberacién de metaloproteinasas y prostaglandinas +++ - ++

Proliferacion +++ ++ -

En cambio diferentes estudios muestran como los niveles de IL-6 estdn aumentados en
el suero y el liquido sinovial de los pacientes con AIJIS.(42) o como las células
mononucleares de sangre periférica o de la sinovial expresan espontdneamente niveles
altos de IL-6 en los pacientes con AlJiS.(45) Por otra parte otros autores muestran como

los niveles de IL-6 se correlacionan con las manifestaciones extraarticulares de la AIJiS,

17




y asi aumentan con los picos de fiebre, y como se correlacionan con la actividad de la

enfermedad y el recuento plaquetar.(46,47)

Ademas en los pacientes con AlJiS se han descritos polimorfismos en el gen promotor
de IL-6 que se han asociado con un aumento de la produccion de IL-6 (G por C en la
posicion 174).(48,49) Hay que mencionar no obstante que también se han demostrado
una asociacion entre la AIJiS y algunos polimorfismos asociados al TNF-a, T por C en
la posicion 1031C, C por A en la posicion 863A y C por T en la posicion 857T del alelo
del gen del TNF- a.(23). Entre los polimorfismos asociados a AlJiS también se han

descrito polimorfismos del factor inhibidor de los macrofagos (MIF).(50,51)

Por lo que respecta al papel de la IL-1, se han documentado niveles de IL-1f circulantes
aumentados en la AlJiS, aunque al compararlos con otras tipos de artritis estos eran mas
bajos que en formas como la AlJ poliarticular.(52) Otros autores en cambio describen
niveles disminuidos(53) y no hayan correlacion entre los niveles circulantes de IL-1 y
los picos de fiebre.(54) Por lo que respecta a los niveles de IL-1B en el liquido sinovial

estos son similares a aquellos presentes en la AlJ oligoarticular o la AR.(42)

Sin embargo en un reciente trabajo se muestra como el suero de pacientes con AlJiS
induce la transcripcion de genes de la inmunidad innata, incluyendo la IL-1a e IL-1P en
la células mononucleares de sangre periférica, y como estas células después liberan
grandes cantidades de IL-1 B.(55) Ademas el uso de un antagonista del receptor de IL-1
(anakinra) se ha mostrado eficaz en el control de los sintomas clinicos y los hallazgos de

laboratorio en los pacientes con AlJiS.(55,56)

Otros trabajos han mostrado un aumento de IL-18 (o CXCLS) en pacientes con AlJiS,
ademads de una relacion entre los niveles mas altos y las manifestaciones extraarticulares
en estos pacientes.(57) Y también el posible papel que citoquinas anti-inflamatorias,
como la IL-10 pueden tener, ya que se ha visto que los pacientes con AlJiS tienes una

capacidad reducida para producir IL-10.(58)

El conocimiento sobre el papel de las citoquinas en la patogénesis de la AlJiS ha
aumentado en los ultimos afos. Estos estudios, junto con caracteristicas clinicas propias

de la AIJiS como el hecho de que los ANA vy el factor reumatoide son normalmente
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negativos en estos pacientes, sugieren que mas que una enfermedad autoinmune bajo el
amplio espectro de la AlJ, la AIJiS deberia considerarse como una enfermedad
autoinflamatoria debida probablemente a la disregulacion de algunas citoquinas

proinflamatorias.(55)

1.2.5. Diagnéstico

El diagndstico de la AlJiS es clinico, hasta este momento no se dispone de ninguna
herramienta que permita el diagnéstico definitivo. El diagndstico requiere la exclusion
de otras enfermedades como infecciones (bacterianas como la Borrelia burgdorferi, que
causa la enfermedad de Lyme, viricas como el virus de Epstein-Barr, citomegalovirus
parvovirus B-19,...), neoplasias (leucemia, linfoma, neuroblastoma, histiocitosis,...),
sindromes autoinflamatorios (fiebre mediterranea familiar, hiperlgD, CAPS o TRAPS
(por Tumor Necrosis Factor Receptor Associated Periodic Syndrome)), enfermedad
inflamatoria intestinal (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa), vasculitis (poliarteritis
nodosa, enfermedad de Kawasaki, arteritis de Takayasu,...) y otras enfermedades del

tejido conectivo (lupus eritematoso sistémico, dermatomiositis juvenil,...).(15,16)

El diagndstico requerird un examen fisico cuidadoso para confirmar la presencia del
exantema, que en ocasiones puede pasar desapercibido, la existencia de artritis y la
presencia o no de visceromegalias, adenomegalias o serositis. Las pruebas de
laboratorio muestran un aumento de los reactantes de fase aguda (con aumento de las
cifras de velocidad de sedimentacién globular (VSG) y proteina C reactiva (PCR)),
anemia, leucocitosis y trombocitosis. Asi mismo también es tipico el aumento de las
cifras de ferritina. No hay un patron tipico de autoanticuerpos, si bien el analisis de
estos puede permitir descartar la existencia de otras enfermedades del tejido conectivo.
La recogida de cultivos y serologias permitira descartar la etiologia infecciosa. Ante la
duda en algunos casos puede ser necesaria la revision de un frotis sanguineo o la
realizacién de una punciéon de médula ésea para descartar leucemias o linfomas. La
realizacion de una gammagrafia dsea permitira descartar osteomielitis o tumores dseos.
La radiografia de térax simple, la ecografia abdominal o la ecocardiografia pueden

poner de relieve la existencia de serositis, hepatomegalia, esplenomegalia y/o
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adenomegalias que apoyen el diagndstico, permitiendo a su vez descartar otras causas

como endocarditis, miocarditis, aneurismas, etc.(15)

1.2.6. Tratamiento

El objetivo del tratamiento es el control de la inflamacion a nivel sistémico y articular,
limitando las complicaciones asi como la lesiones en el aparato musculo-
esquelético.(16) Los sintomas sistémicos raramente responden a la administracion
aislada de antiinflamatorios no esteroideos (AINES), y si el diagndstico es seguro esta
indicado el uso precoz de corticoides.(15) La metilprednisolona endovenosa (30
mg/kg/dia hasta un maximo de lg/dia de 1 a 3 dias consecutivos) es efectiva en
controlar los sintomas sistémicos, pero su accion es de corta duracién y con frecuencia
se deben afiadir corticoides orales (prednisona oral de 1 a 2 mg/kg hasta un maximo de
60 mg/dia en una o mas dosis).(16,59) Aunque el metotrexate es un tratamiento eficaz,
la respuesta no es tan buena como en otras formas de artritis. Asi por ejemplo en un
estudio placebo-control sélo 2 variables mejoraron significativamente (la valoracién
global por los padres y por el médico) mientras que no habia diferencias con el grupo
placebo con respecto a la VSG, PCR o sintomas sistémicos.(60) Otros estudios sin
embargo muestran mejorias entre el 80 y 89% de estos pacientes.(61,62) El papel de las
gammaglobulinas endovenosas en estos pacientes no estd del todo claro, aunque se
puede considerar su uso en aquellos pacientes con enfermedad sistémica activa que no

han respondido a los AINES y corticoides.(15)

Por lo que respeta al tratamiento con farmacos bioldgicos, diferentes trabajos han
mostrado que la respuesta al etanercept no es tan buena como en los pacientes con
formas poliarticulares.(43,44,63) El papel de otros anti-TNF, como el infliximab no ha
sido estudiado especificamente pero al analizar la respuesta al tratamiento con
infliximab en 6 pacientes que habian fallado previamente con etanercept, s6lo uno
presentd una mejoria significativa.(64) Se ha postulado también el papel de la
talidomida, probablemente en parte debido a su accion como anti-TNF, asi en 11 de 13
pacientes con AlJiS fue posible reducir la prednisona, y mejorar los reactantes de fase

aguda y la anemia, asi como las escalas de actividad de la enfermedad.(65)
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Un anticuerpo monoclonal humanizado contra el receptor de IL-6, el tocilizumab, se
habia mostrado efectivo en un estudio no controlado,(66) y en un ensayo abierto en fase
I1.(67) Recientemente se han publicado los resultados en fase III (estudio randomizado,
a doble ciego, controlado con placebo, con una fase de extension abierta), que muestran
una brusca reduccion en la actividad de la enfermedad, con cifras superiores al 90% en

la fase de extension.(68)

Recientemente también se ha publicado la buena respuesta al tratamiento con un
inhibidor de la IL-1, anakinra.(55,56,69,70) Esta molécula es idéntica a un antagonista
del receptor de la IL-1 (IL-1Ra), con la excepcion de una metionina amino-terminal, y
regula la IL-1a y la IL-1B al unirse competitivamente con alta afinidad al receptor de
IL-1 tipo 1. De esta manera se inhibe la unién de la IL-1 al receptor de IL-1 evitando el
anclaje de la proteina accesoria y la subsiguiente sefial intracelular.(71) Otros
inhibidores de la IL-1 estan en la actualidad en desarrollo, lo que incluye anticuerpos
monoclonales contra IL-1 y las trampas para citoquinas (cytokine traps) como el

rilonacept.(36)

Algunos pacientes con AlJiS han sido tratados mediante un trasplante autdlogo de
células progenitoras,(72) aunque en un registro europeo de 9 centros, con 34 pacientes
con AlJ, 29 de ellos con AlJiS, la mortalidad fue del 15%,(73) lo que lleva a considerar

esta opcion sélo en casos extremos sin respuesta a los tratamientos bioldgicos.

1.2.7. Pronostico

Los sintomas sistémicos de la AIJiS son de duracion variable, asi mientras en algunos
pacientes duran sélo unas semanas o meses, en otros pueden persistir durante afios. El
curso de la enfermedad puede ser monofasico, policiclico (con brotes repetidos), o
persistente (con manifestaciones continuas articulares y/o sistémicas). Clasicamente se
ha descrito que aproximadamente un 50% de los pacientes presentaban un curso
monofasico, del restante 50%, aproximadamente la mitad presentaran persistencia de los
sintomas sistémicos junto a poliartritis, mientras que el resto evolucionaran hacia un
patrén con poliartritis sin sintomas sistémicos.(15,74) En un reciente estudio con

seguimiento de 45 pacientes con AlJiS durante una media de 4’9 afios, el 42°2%
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presentd un curso monoféasico, el 6°7% un patrén policiclico, y un 51°1% un curso
persistente.(75) En la actualidad las cifras de mortalidad son menores al 1%, y se
asocian fundamentalmente al desarrollo de complicaciones como el sindrome de
activacién macrofagico, amiloidosis, insuficiencia renal, o infecciones secundarias al
estado de inmunosupresion por los tratamientos. Algunos trabajos han relacionado la
persistencia de los sintomas sistémicos, la trombocitosis, el nimero de articulaciones
afectas a los 6 meses, la afectacion de las caderas, la edad menor de 8 afios y la duracion
superior a 5 afios con un peor prondstico.(76,77) El prondstico funcional de estos
pacientes es muy variable en funcién del grado de control de la enfermedad conseguido.
Ademas de las limitaciones articulares y la discapacidad que causan otras
complicaciones de la AlJiS incluyen la malnutricion, el retraso de crecimiento, la

osteoporosis y retrasos escolares relacionados con el absentismo escolar.(78)

Una de las complicaciones mas graves de la AlJiS es el Sindrome de Activacion del
Macrofago (SAM) que tiene una estrecha relacion con la linfohistiocitosis
hemofagocitica (HLH, hemophagocytic lymphohistiocytosis), y que en algunas
ocasiones puede estar presente ya desde el inicio de la enfermedad.(15,79) La
presentacion clinica puede solaparse con la AlJiS, y se caracteriza por fiebre,
hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia, depresion de las 3 series hematicas, afectacion
hepatica, coagulacion intravascular diseminada y disfuncion del sistema nervioso
central. A nivel analitico destacan la pancitopenia, la caida en la VSG, en un paciente
que por lo demas no mejora, la hipofibrinogenemia, la hipertrigliceridemia y una
hiperferritinemia muy importante. El hallazgo mds caracteristico es la presencia de
macrofagos fagocitando células hematopoyéticas en la médula dsea o en otros drganos,
como los ganglios linfaticos, el higado o el bazo.(80) Si bien hay que decir que la
hemofagocitosis al inicio del SAM sdélo se observa en el 50% de los casos. (79) Existe

una propuesta preliminar para una guia diagnostica del SAM asociado a la AIJiS.(81)
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1.3. Quimioquinas

1.3.1. Las quimioquinas en las enfermedades autoinmunes

Las quimioquinas, o citoquinas quimiotacticas, son pequefias proteinas (6-14 kDa),
estructuralmente relacionadas, que funcionan como potentes mediadores de la
inflamacion por su capacidad para reclutar y activar subpoblaciones especificas de
leucocitos, y que juegan un papel en la migracidon de las células circulantes hacia los
tejidos y de las células dentro de los tejidos.(82,83) Hasta hace unos pocos afios no
habia un sistema claro para clasificarlas. La primera descrita fue el factor plaquetar 4
(hoy conocida como CXCL4), otras se habian incluido entre la interleuquinas como la
IL-8 (hoy conocida como CXCLS8), o se clasificaban por su funciéon como la proteina
quimiotéctica del macrofago. En la actualidad se han identificado unas 50 quimioquinas
que actdan a través de una 20 receptores, y se clasifican como quimioquinas ligando y

quimioquinas receptores (tabla 5).(84)

Funcionalmente, las quimioquinas se pueden dividir en quimioquinas inflamatorias,
quimioquinas homeostaticas, y quimioquinas angiogénicas/angiostaticas.(82) Las
quimioquinas inflamatorias se expresan en las células de los tejidos inflamados y en las
células que los infiltran una vez son estimuladas por citoquinas proinflamatorias o por el
contacto con agentes microbianos. En cambio, las quimioquinas homeostaticas se
producen en tejidos linfoides o no-linfoides, como la piel y las mucosas. Este tipo de
quimioquinas homeostaticas se encargan de mantener el trafico fisiologico y la posicion
de las células, fundamentalmente las del sistema inmune, al mismo tiempo que se
implican en la embriogénesis de los nodulos linfaticos.(85,86) Finalmente las
quimioquinas angiogénicas y angiostaticas estdn implicadas en la formacién de nuevos
vasos a partir de vasos preexistentes, con el objetivo de facilitar la migracion de las
células endoteliales. La distincidén entre estas tres categorias funcionales no es absoluta,
de manera que varias quimioquinas pueden ser asignadas a mas de una categoria.(82)
Por todo ello ademas de la capacidad para reclutar leucocitos directamente mediante un
gradiente quimiotactico, las quimioquinas pueden también activar integrinas, estimular
la liberacion de mediadores y modular la vascularizacion, por lo que juegan un papel

importante en el proceso inflamatorio.(87)
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Tabla 5. Familias CXC, C, CX;C y CC de quimioquinas y receptores

Nombre sistematico Cromosoma Ligando humano Receptor de
humano quimioquina

CXC familia

CXCL1 4q21.1 GROw/MGSA-a CXCR2 > CXCRI1

CXCL2 4q21.1 GROB/MGSA-B CXCR2

CXCL3 4q21.1 GROY/MGSA-y CXCR2

CXCL4 4921.1 PF4 Desconocido

CXCL5 4921.1 ENA-78 CXCR2

CXCL6 4q21.1 GCP-2 CXCR1, CXCR2

CXCL7 4q21.1 NAP-2 CXCR2

CXCL8 4q21.1 1L-8 CXCR1, CXCR2

CXCL9 4q21.1 Mig CXCR3*

CXCL10 4q21.1 IP-10 CXCR3*

CXCL11 4q21.1 I-TAC CXCR3*

CXCL12 10q11.21 SDF-1 o/B CXCR4

CXCL13 4q21.1 BCA-1 CXCRS5

CXCL14 5q31.1 BRAK/bolekine Desconocido

(CXCL15) Desconocido Desconocido

CXCL16 17p13 CXCR6

C familia

XCL1 1q24.2 Lymphotactin/SCM-1o0/ATAC | XCR1

XCL2 1q24.2 SCM-1p XCR1

CX;C familia

CX3CL1 16q13 Fractalkine CX3CR1

CC familia

CCL1 17q11.2 1-309 CCRS8

CCL2 17q11.2 MCP-1/MCAF/TDCF CCR2

CCL3 17q12 MIP-10/LD78a CCR1, CCR5

CCL3L1 17q12 LD78pB CCR1, CCR5

CCL4 17q12 MIP-1p CCR5°

CCL5 17q12 RANTES CCR1, CCR3, CCR5°

(CCL6) Desconocido Desconocido

CCL7 17q11.2 MCP-3 CCR1, CCR2, CCR3

CCLS 17q11.2 MCP-2 CCR3, CCR5¢

(CCL9/10) Desconocido CCR1

CCL11 17q11.2 Eotaxin CCR3

(CCL12) Desconocido CCR2

CCL13 17q11.2 MCP-4 CCR2, CCR3

CCL14 17q12 HCC-1 CCR1, CCRS5

CCL15 17q12 HCC-2/Lkn-1/MIP-18 CCR1, CCR3

CCL16 17q12 HCC-4/LEC/LCC-1 CCRI1, CCR2

CCL17 16913 TARC CCR4

CCL18 17q12 DC-CK1/PARC/AMAC-1 Desconocido

CCL19 9pl13.3 MIP-3B/ELC/exodus-3 CCR7°

CCL20 2q36.3 MIP-30/LARC/exodus-1 CCR6

CCL21 9pl13.3 6Ckine/SLC/exodus-2 CCR7¢

CCL22 16913 MDC/STCP-1 CCR4

CCL23 17q12 MPIF-1/CKB8/CKf38-1 CCR1

CCL24 7q11.23 Eotaxin-2/MPIF-2 CCR3

CCL25 19p13.3 TECK CCR9

CCL26 7q11.23 Eotaxin-3 CCR3

CCL27 9p13.3 CTACK/ILC CCR10

CCL28 5pl2 MEC CCR3/CCR10

*CDI183 °CDI184 ©CDI195 ‘CD,, 197
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Estructuralmente las quimioquinas se clasifican en 4 familias, basdndose en la
localizacion de los residuos de cisteina. La mayoria presentan 4 cisteinas caracteristicas
que forman dos puentes disulfuro que son criticos para la estructura terciaria de estas
proteinas, y se clasifican en funcion de las dos primeras cerca de la region NH, terminal
en cuatro grandes familias: o 0 CXC (porque las dos cisteinas cercanas al N Terminal
estan separadas por un aminoéacido simple), B o CC (las dos cisteinas estan adyacentes),
vy o C,y 0 o CX;C (que a diferencia del resto presentan solo dos cisteinas conservadas y

un solo puente disulfuro, y que presentan 3 aminoacidos entre las cisteinas).(88)

Las quimioquinas CXC tienen un segundo dominio estructural que determina su
potencial angiogénico. El NH, terminal de las mayoria de las quimioquinas CXC
contiene tres residuos aminoacidos (acido glutdmico-leucina-arginina, el motivo ELR).
Aquellas que contiene este motivo (ELR+) son potentes promotores de la angiogénesis
y actian mediante la unidén y activacidon del receptor CXCR2 del endotelio (CXCLI1,
CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCLS). En contraste aquellas que son
inducibles por el interferén y carecen del motivo ELR (ELR-) son potentes inhibidores
de la angiogénesis o angiostaticas, y se unen al receptor CXCR3 del endotelio (CXCL4,
CXCLA4L1, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL14).(89,90)

Las quimioquinas ejercen su efectos a través de receptores con 7 dominios
transmembrana acoplados a la proteina G de la superficie celular de las principales
células implicadas en la inmunidad. Varios receptores de quimioquinas se unen a
diferentes quimioquinas, y también varias quimioquinas se pueden unir a mas de un
receptor especifico.(87) Bodolay en su revision destaca aquellas quimioquinas con un
papel relevante en las enfermedades reumaticas inflamatorias (tabla 6)(91) asi como los
receptores de quimioquinas con sus ligandos mas relevantes implicados en la artritis

(tabla 7).(91)

Es por todo lo anteriormente expuesto que las quimioquinas y los receptores de
quimioquinas se han implicado en un gran nimero de enfermedades infecciosas e
inflamatorias, y entre ellas en la patogénesis de enfermedades reumaticas crdénicas. De
estas el prototipo es la artritis reumatoide (AR), pero también el lupus eritematoso

sistémico (LES), la esclerodermia sistémica, el sindrome de Sjoegren, la enfermedad
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mixta del tejido conectivo, la polimiositis/dermatomiositis, el sindrome antifosfolipido y

las vasculitis sistémicas.(91,92)

Esto ha llevado a considerar el desarrollo de tratamientos dirigidos contra ellas. De
hecho un primer estudio clinico con el uso de un antagonista especifico contra CCR1 en

pacientes con AR parece confirmar el potencial de esta aproximacion terapéutica.(93)

Tabla 6. Quimioquinas con un papel relevante en las enfermedades inflamatorias
reumaticas.

Quimioquinas CXC

Interleukin-8 (IL-8, CXCLS)

Epithelial-neutrophil activating protein-78 (ENA-78, CXCLS5)
Growth-related gene product a (groa, CXCLI)

Connective tissue activating protein-I1I1 (CTAP-III, CXCL6)1
Interferon-y-inducible protein (IP-10, CXCL10)

Platelet factor 4 (PF4, CXCL4)

Monokine induced by IFN-y (MIG, CXCL9)

Stromal cell-derived factor (SDF-1, CXCL12)

B cell-attracting chemokine (BCA-1, CXCL13)

Quimioquinas CC
e Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1, CCL2)
e Macrophage inflammatory protein-1lo (MIP-1a, CCL3)
e Macrophage inflammatory protein-3o (MIP-3a, CCL20)
e Regulated upon activation normally T cell expressed and secreted
(RANTES, CCLS5)

Quimioquinas C
e Lymphotactin (XCL1)

Quimioquinas CX3C
e Fractalkine (CX3CLI)
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Tabla 7. Receptores de quimioquinas con sus ligandos mas relevantes implicados en la
artritis

Receptor de Quimioquina | Ligando con importancia en la artritis
Receptor de quimioquinas CC (CCR)

CCRI1 MIP-1a, RANTES

CCR2 MCP-1

CCR3 RANTES

CCR4

CCRS5 MIP-10, MIP-1B, RANTES
CCR6 MIP-3a

CCR7

CCRS8

CCR10 MCP-1, RANTES
Receptor de quimioquinas CXC (CXCR)

CXCRI1 IL-8

CXCR2 IL-8, ENA-78, groa
CXCR3 IP-10, MIG

CXCR4 SDF-1

CXCR5 BCA-1

DARC (Duffy antigen receptor for chemokynes) | IL-8, ENA-78, groa

Receptor de quimioquinas CX3C (CX3CR)

CX3CRI | Fractalkine

1.3.2. Quimioquinas en la Artritis Idiopatica Juvenil

Hay pocos trabajos que analicen especificamente el papel de las quimioquinas en las
artritis de la infancia. En un estudio para investigar especificamente estas mediante el
analisis de la expresion de los genes por técnicas de microarray se muestra un
incremento de la expresion de ARNm que codifica para quimioquinas, en especial las
quimioquinas angiogénicas CXCL (ELR+) en células mononucleares de sangre
periférica de pacientes con formas poliarticulares, mientras que la expresion de las
quimioquinas angiostaticas CXCL (ELR-) era mdas baja en las células mononucleares
del liquido sinovial de los pacientes con formas poliarticulares comparandolas con
muestras de pacientes oligoarticulares. Hay que decir no obstante que solo 3 de estos

pacientes presentaban una AlJiS.(94)

En otro trabajo se muestra un aumento de la expresion de los receptores de
quimioquinas CCRS5 y CXCR3 en los linfocitos T del liquido sinovial de pacientes con

AlJ oligoarticular y poliarticular. Los ligandos para estos receptores son CXCL10 (o IP-
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10, interferon-inducible protein 10), CCL5 (RANTES) y CCL3 (MIP-1a). La expresion
del receptor de quimioquina estaba asociada con una ratio alta de IFN-y/IL-4 que
sugiere que las células T que infiltraban la sinovial expresan el fenotipo Thl sobre el
Th2. No obstante este trabajo so6lo analiza pacientes con AlJ oligoarticular,

oligoarticular extendida y formas poliarticulares.(95)

De Benedetti y colaboradores muestran como los niveles en el suero de CXCL8 (IL-8) y
CCL2 (MCP-1) estan elevados en pacientes con AlJiS activa de manera significativa
comparandolos con individuos control y pacientes con AlJ oligoarticular y poliarticular.
Por otra parte los pacientes con AlJiS y sintomas sistémicos de este estudio presentan
niveles mas altos de CXCLS8 (IL-8) y CCL2 (MCP-1) que aquellos pacientes con AlJiS

en que los sintomas sistémicos han cedido.(96)

En un estudio longitudinal durante 6 afios Yao y colaboradores muestran como los
niveles de CCLS5 (RANTES) estan estadisticamente aumentados respecto a los pacientes
control en el suero de las AlJ oligoarticulares, poliarticulares y sistémicas, y también
como este aumento es también mayor de una manera significativa en la AlJiS
comparado con las formas oligoarticular y poliarticular. También se muestra como los
niveles de CCL2 (MCP-1) estan aumentados significativamente en los pacientes con
AlJiS activa respecto a los individuos control sanos, y los pacientes con AlJ
oligoarticular o poliarticular. Ademas los niveles de CCL2 (MCP-1) en pacientes con
AlJiS activa estaban mas altos en aquellos con sintomas sistémicos con respecto a
aquellos en que los sintomas sistémicos habian cedido. A pesar de que los niveles de
CCL5 (RANTES) y CCL2 (MCP-1) descendian después del tratamiento, durante la
remision estos niveles todavia eran significativamente mas altos en los pacientes con
AlJ que en los controles. Los autores también muestran una relacion entre el nivel en el
suero de CCL5 (RANTES) durante la remision y la duracion de esta remision clinica,
asi los niveles mas bajos se asocian a un remision clinica mas prolongada y los niveles
mas altos se asocian a una remision clinica mas corta. Los niveles de CCL5 (RANTES)
en el suero por otra parte correlacionaban con las concentraciones de proteina C
reactiva, las cifras de hemoglobina, de leucocitos y de plaquetas, mientras que las cifras
de CCL2 (MCP-1) se correlacionaban con las cifras de leucocitos y los niveles de
ferritina. Los autores concluyen que CCL5 (RANTES) es una molécula clave en todos

los tipos de AlJ, mientras que CCL2 (MCP-1) es particularmente importante en la
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AlJiS, y que estas quimioquinas serian unos marcadores mas sensibles de la actividad

de la enfermedad que los marcadores de inflamacion convencionales.(97)
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1.4. Monocitos y sus subtipos:

Los monocitos son miembros del sistema mononuclear fagocitico, el cudl es importante
para la defensa no-especifica contra los agentes patégenos y la vigilancia tumoral, y
ejercen funciones inmunoreguladoras como la produccién de citoquinas.(98) Los
monocitos se originan en la médula ésea de un progenitor mieloide comun que
comparten con los neutrdfilos, son liberados en la sangre periférica, donde constituyen
entre el 5-10% de los leucocitos y por donde circulan durante 1 a 3 dias (figura 1).(99)
Esta vida tan corta en la sangre periférica ha apoyado el concepto que los monocitos de
la sangre pueden repoblar constantemente las poblaciones de macréfagos y células
dendriticas para mantener la homeostasis, y durante la inflamacién jugar un papel clave
en la inmunidad innata y adaptativa.(100) No obstante y aunque es indiscutible la
evidencia que los monocitos originan la apariciéon de macrdfagos en virtualmente casi
cualquier tejido en el contexto de inflamacion,(101) trabajos recientes también han
mostrado que macrofagos de algunos tejidos (como pulmoéon y vias aéreas) se

autorenuevan sin aportacion desde la sangre periférica.(102)

Los monocitos muestran una heterogeneidad morfologica, con una variabilidad en el
tamafio, granularidad y morfologia nuclear, es por ello que en los extremos de esta
variabilidad pueden en algunas ocasiones ser confundidos con granulocitos, linfocitos,
células NK o células dendriticas.(102) Los monocitos fueron inicialmente identificados
por la expresion de grandes cantidades de CD14 (que es parte del receptor para el
lipopolisacarido). Sin embargo, posteriormente se ha visto que la expresion de
diferentes marcadores antigénicos muestra que los monocitos humanos en sangre
periférica son heterogéneos, lo que apunta a las diferentes acciones fisioldgicas de los
subtipos de monocitos. La expresion de CD14 y CDI16 (también conocido como
FcyRII) permite dividir a los monocitos en dos subtipos principales CD14+CD16-,
también conocidos como monocitos clasicos, y que representan aproximadamente el 90-
95% de los monocitos de sangre periférica y los CD14dimCD16+ (o CD14lowCD16+,

dim o low, por débil o bajo, haciendo referencia a una menor expresion).(103,104)

Estos dos subtipos difieren en aspectos como la expresion de quimioquinas o de
moléculas de adhesion. Asi los CD14+CD16- expresan CCR2, CD62-L (L-selectina) y
CD64 (o FcyRI), mientras que los CD14dimCD16+ carecen de CCR2 y tienen niveles
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mas altos de MHC tipo II (HLA-DR) y CD32 (o FcyRII).(102,104-106) Ambos
subtipos expresan el receptor para fractalquina CX3;CR1, aunque los monocitos
CD14dimCD16+ expresan niveles mas altos.(106,107) Un resumen de los fenotipos de

marcadores de superficie se puede encontrar en la tabla 8.(102,107)

Se ha descrito una poblacion de monocitos intermedia, CD14+CD16+,(98) que seria
probablemente el subtipo de monocitos CD16+ que expresaria CCR5.(107) Hay que
remarcar la heterogeneidad de las poblaciones del pequefio grupo de monocitos CD16+,
de hecho también el anticuerpo de M-DCS8, un derivado de PSGL-1 (P-selectin
glycoprotein ligand-1), se ha utilizado para definir subpoblaciones de monocitos
CD16+.(108) Esto tiene interés dado que se ha visto que el anticuerpo M-DC8 define
también a un subgrupo de células dendriticas con capacidad pro-inflamatoria.(109) En
este sentido mediante la determinacién de CD64 (o FcyRI) y CD16 Grage-Griebenow y
colaboradores clasifican cuatro poblaciones; de ellas el subtipo CD64+CD16+
combinaria caracteristicas de monocitos y de células dendriticas, con aumento de la
expresion de HLA-DR, CD86 y CDIl1c y una importante actividad estimuladora de
células T, por lo que se podria tratar de un fenotipo de monocito con capacidad
inmunoreguladora o un fenotipo intermedio entre los monocitos y las células

dendriticas.(98)

Los monocitos CD14dimCD16+ parecen ser mas maduros, expresan niveles mas altos
de MHC tipo II (HLA-DR) y CD32 (también conocido como FcyRII) comparado con
los monocitos clédsicos por lo que se ha sugerido que se parecen a macréfagos tisulares
maduros,(104) por otra parte también muestran la produccion de una citoquina

proinflamatoria como es el TNF, mientras que no producen la citoquina anti-

inflamatoria IL-10.(110)

El interés en los monocitos CD16+ se basa en las observaciones que muestran el
aumento de este subtipo durante procesos cancerosos(111) e inflamatorios, como la
ateroesclerosis,(112) la demencia por virus de la inmunodeficiencia humana(113) o la
AR.(114) De ahi que se halla inferido su papel en estos procesos y que se hayan dado en
conocer como monocitos inflamatorios en el contexto de la inflamacidon cronica. No
obstante para algunos autores esta afirmacion es algo precipitada si se tiene en cuenta

que el equivalente a los linfocitos CD16+ en el raton, las células Ly 6C /Gr-1"" in vivo
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no emigran sustancialmente a los sitios de inflamacidn si se compara con las células
CCR2+, Ly 6C /Gr-1"en que recordemos son el equivalente a los monocitos
CD14+CD16-.(106,115,116) En este sentido en cultivos se ha visto que ambos tipos de
monocitos pueden diferenciarse en células dendriticas (DCs) en presencia de factor
estimulador de las colonias de macrofagos y granulocitos (GM-CSF, Granulocyte
macrophage colony-stimulating factor) e interleuquina 4 (IL-4).(117,118) Aunque
usando un modelo in vitro de migracion transendotelial Randolph y colaboradores
sefialan a los CD16+ como el mas posible precursor hacia las células dendriticas,(119)
mientras que el trabajo de Ginhoux y colaboradores sefiala al subtipo CD14+CD16-
como el precursor de las células de Langerhans, que son las unicas células dendriticas

de la epidermis.(116)

Los avances en la determinacidon de los subtipos de monocitos son importantes porque
la modulacién de estos monocitos y de sus acciones puede tener implicaciones en el
mantenimiento de las poblaciones de macrofagos y células dendriticas de los tejidos y

por tanto puede afectar la homeostasis, inmunidad y tolerancia.(102)

Por otra parte mientras que gran parte de las investigaciones en la migracion de los
leucocitos se han focalizado en los neutréfilos y las células T,(120,121) la diversidad
intrinseca de las células mieloides mononucleares ha hecho que los estudios en el trafico
de los monocitos sean mas dificiles.(122) A pesar de ello se ha demostrado como los
monocitos circulantes reclutados a los tejidos pueden proceder a diferenciarse en
diversas poblaciones de macrofagos residentes o en células dendriticas
mieloides.(106,123,124) Se ha propuesto que los monocitos que expresan CCR2, los
CD14+CD16-, son reclutados a zonas de inflamacidén, mientras que los monocitos
CCR2- permanecerian en los tejidos normales originando los macrofagos residentes. Xu
y colaboradores apoyan la hipotesis de una extravasacion continua y una progresiva
diferenciacién en el tiempo de los monocitos inflamatorios de la circulacidon en vez de
una replicacion en los tejidos inflamados, apoyando el concepto de una diferenciacion
en células dendriticas mieloides a partir de los monocitos circulantes bajo condiciones
fisioldgicas in vivo.(125) Otros estudios han mostrado el paso de los monocitos desde la
sangre o el tejido inflamado periférico a los ganglios linfaticos de drenaje donde se
puede dar la diferenciacion en células dendriticas funcionales.(126,127) Sin embargo

muchas preguntas sobre el trafico y diferenciacion de los monocitos en situaciones
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fisioldgicas in vivo permanecen abiertas, como por ejemplo los mecanismos y las
moléculas implicadas en la interacciones entre los monocitos y las células del endotelio
de la sangre que controlan el trafico a los tejidos normales o inflamados lo que podria

tener implicaciones terapéuticas.

Tabla 8. Fenotipo de los dos subtipos principales de monocitos

Antigeno CD14+CD16- CD14+CD16+ CD14dimCD16+
“Monocitos clasicos” | “Monocitos intermedios” | “Monocitos no-clasicos”
Receptores de
quimioquinas
CCR1 ++ ++ -
CCR2 + + -
CCR3 - - -
CCR4 + -
CCR5 - + -
CCR7 + -
CXCRI1 + + -
CXCR2 + + -
CXCR4 + + +
CXCR5 -
CX;CRI1 - + ++
Otros receptores
CDllc ++ +++
CD14 +++ +
CD32 +++ +
CD33 +++ +
CD62L ++ + -
CD64 ++ ++ -
CD86 + ++
MHC clase 11 + ++
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Figura 1. Subtipos de células dendriticas humanas y su relacién con los precursores
monociticos.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

La Artritis Idiopatica Juvenil de inicio Sistémico es una enfermedad inflamatoria
caracterizada fundamentalmente por sus sintomas sistémicos y la afectacidon articular.
Los monocitos son miembros del sistema mononuclear fagocitico, el cudl esta
implicado en la inmunidad no-especifica, y ejercen funciones inmunoreguladoras como
la produccion de citoquinas Se han identificado quimioatrayentes y activadores
celulares responsables del paso de neutrofilos a través de los tejidos inflamatorios, asi
como de los linfocitos que se dirigen hacia drganos linfoides secundarios y focos de
inflamacién crénica. No obstante se conoce menos acerca de los monocitos y las
moléculas que regulan su trafico a través de los tejidos sanos, asi como de los

mecanismos de reclutamiento de los monocitos en las enfermedades.

Las quimioquinas juegan un papel en el reclutamiento, la funcion de las células del
sistema inmune, y la angiogénesis. La caracterizacion de los receptores de quimioquinas
en la superficie celular de los monocitos y sus diferentes subtipos puede contribuir a
entender y ampliar el conocimiento sobre el papel de las quimioquinas en la patogénesis
de la AlJiS, lo que podria tener implicaciones de cara al desarrollo de nuevos

tratamientos orientados al desarrollo de antagonistas especificos.

La hipdtesis de trabajo es que la expresion de los receptores de quimioquinas en la
superficie celular de los monocitos es diferente en los enfermos con AlJiS respecto a los
individuos sanos. Diferentes subtipos de células también pueden expresar diferentes
receptores de quimioquinas en estos pacientes dependiendo de si estos pacientes estan

sintomaticos o0 no o si estan con o sin tratamiento.
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3. OBJETIVOS:

3.1. Objetivo principal:

1.- Analizar la expresion de los receptores de quimioquinas en células de sangre
periférica, y en especial en los subtipos de monocitos, de pacientes afectos de

AlJiS y compararla con la expresion de estos receptores en individuos sanos.

3.2. Objetivos secundarios:

2.- Analizar la expresion de los receptores de quimioquinas en células de sangre
periférica, y en especial en los subtipos de monocitos, de pacientes afectos de
AlJiS sintomaticos y compararla con los individuos con AlJiS que se encuentran

asintomaticos.

3.- Analizar la expresion de los receptores de quimioquinas en células de sangre
periférica, y en especial en los subtipos de monocitos, de pacientes afectos de
AlJiS en tratamiento y compararla con los pacientes afectos de AlJiS que no

estan recibiendo tratamiento.
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4.- MATERIAL Y METODOS

4.1. Pacientes:

Durante el periodo entre el 8 de agosto y el 5 de noviembre de 2003 se obtuvieron
muestras de 21 pacientes con AlJiS seguidos en la Unidad de Reumatologia Pediatrica
del Texas Scottish Rite Hospital y Children’s Medical Center in Dallas, Texas. Se
obtuvieron también muestras de 7 controles sanos en edad pediatrica entre los pacientes
visitados en dicho centro por hipermobilidad o cuadros de dolor musculo-esquelético
sin patologia inflamatoria, asi como muestras de 5 sujetos sanos adultos. Se informo a
los pacientes y las familias, asi como a los sujetos sanos, obteniéndose el

consentimiento informado segun protocolo del centro.

Para su inclusion todos los pacientes debian cumplir los criterios revisados para el
diagnéstico de AlJiS de la clasificacion de la ILAR.(5) Los pacientes (y sus padres)
debian autorizar su participacion el estudio, informar de su historia médica pasada y
situacion clinica en ese momento y someterse a una exploracidon fisica y extraccion de

muestra de sangre.

Como criterios de exclusién se consideraron el no tener un diagndstico de AIlJiS
confirmado, o presentar en el momento de la visita alguna otra enfermedad
concomitante, (como por ejemplo cuadros febriles infecciosos), el no disponer de todos

los datos necesarios de un paciente, o la falta de autorizacion del paciente o sus padres.

Las muestras de sangre fueron obtenidas extrayendo 10 ml adicionales a las muestras de

sangre recogidas durante las visitas de seguimiento de estos pacientes.
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4.2. Seleccion de anticuerpos:

Se optd por utilizar para el estudio de receptores de quimioquinas en las subpoblaciones

de monocitos en sangre completa la siguiente combinacién:

FL1: CD14 FITC (fluorescein isothiocyanate)

FL2: CCR1 PE (phycoerythrin), CCR2 PE, CCR4 PE, CCR5 PE, CCR7 PE,
CXCRI1 PE, CXCR2 PE, CXCR4 PE, CD2 PE, CD40 PE, CD80 PE, CDS86 PE,
CX3CR1 PE

Con controles también en FL2: IgG1 PE, IgG2a PE, IgG2b PE

FL3: HLA-DR PerCP (peridinin-chlorophyll protein)
FL4: CD16 APC (allophycocyanin)

Excepto para CD62-L y CD64 que se utilizé la combinacion:

FL1: CD62-L FITC o CD64 FITC
FL2: CD14 PE

FL3: HLA-DR PerCP

FL4: CDI16 APC

Para el estudio de las poblaciones de células dendriticas:

FL1: Lin 1 FITC (Lineage Cocktail 1 (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56)
de Becton Dickinson

FL2: CD123 PE

FL3: HLA-DR PerCP

FL4: CD11c APC

Con control:

FL1: Lin 1 FITC (Lineage Cocktail 1 (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56)

de Becton Dickinson
FL2: 1gGl PE

FL3: HLA-DR PerCP
FL4: 1gG2a APC
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Para el estudio intracelular de citoquinas en sangre periférica de células mononucleares:

FL1: CD14 FITC

FL2: Intracelular IL6 PE, intracelular MPO PE, intracelular IL-13 PE,
intracelular TNF-a

FL3: HLA-DR PerCP

FL4: CD16 APC

Los anticuerpos monoclonales procedian de:

BD Biosciences Pharmingen: HLADR-PerCP, CD14 FITC, CD14 PE, CCR4
PE, CD2 PE, CD3 PE, CD40 PE, CD62L FITC, CD64 FITC, CD 86 PE, Lin 1
FITC, CD123 PE CDl11c APC, IgG1 PE

R&D Systems: CCR1 PE, CCR2 PE, CCR5 PE, CCR7 PE, CXCRI PE,
CXCR2 PE, CXCR4 PE, CD80 PE, intracelular IL-1B PE, intracelular IL-6 PE,
intracelular TNF-a PE, IgG1 PE, IgG2a PE, IgG2b PE

MBL International Corporation: CX3CR1 PE

Caltag Laboratories: CD16 APC

Serotec: intracelular MPO PE
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4.3. Preparacion de las muestras:

Para el estudio de los receptores de quimioquinas de la superficie celular en sangre
completa:
1. Se obtuvieron muestras de 10 ml de sangre periférica recogidas en tubos con
EDTA.
2. Se prepararon los tubos con la combinacidon de anticuerpos a analizar segun
previamente expuesto:
3. Se afiadieron 100 — 200 microlitros de sangre a cada uno de los tubos y se
agitaron e incubaron durante 20 — 30 minutos.
4. Se procedi6 al lisado de los hematies afiadiendo FACS (fluorescence-activated
cell sorter) lysing solution de Becton Dickinson, agitando e incubando durante
20 minutos. Se procedid posteriormente a centrifugar los tubos con 1 ml de PBS
(Phosphate Buffered Saline) conteniendo 2% de FCS (heat-inactivated Fetal
Calf Serum, suero fetal bovino inactivado por el calor) a 1200 rpm a una
temperatura de 4°C durante 10 minutos.
5. Se retird el sobrenadante y se procedio a resuspender las células afiadiendo 300
microlitros de solucidn fijadora.

6. Se almacenaron las muestras a 4° C hasta su analisis.

Para el estudio de citoquinas intracelulares en células mononucleares de sangre
periférica:
1. Se obtuvieron muestras de sangre periférica recogidas en tubos con EDTA.
2. Se procedi6 a la separacion de las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC:s, peripheral blood mononuclear cells)
3. Se anadieron 100 — 200 microlitros de sangre a cada uno de los tubos y se
agitaron e incubaron durante 20 — 30 minutos.
4. Se procedio al lisado de los hematies afiadiendo FACS (fluorescence-activated
cell sorter) lysing solution de Becton Dickinson, agitando e incubando durante
20 minutos. Se procedid posteriormente a centrifugar los tubos con 1 ml de PBS
(Phosphate Buffered Saline) conteniendo 2% de FCS (heat-inactivated Fetal
Calf Serum, suero fetal bovino inactivado por el calor) a 1200 rpm a una

temperatura de 4° C durante 10 minutos.
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A continuacién se afiadieron 100 pl en cada tubo de Cytofix/Cytoperm y se
incubaron en hielo durante 20 minutos. A continuacidn se procedi6 a centrifugar
a 1200 rpm durante 10 minutos y se decant6 el sobrenadante. Este proceso se
repitié dos veces.

Seguidamente se afiadieron los anticuerpos monoclonales contra las
quimioquinas intracelulares y se incubaron durante 20 minutos.

Se procedid a centrifugar las muestras con 1 ml de PBS a 1200 rpm durante 10
minutos a 4° C y a decantar el sobrenadante.

Finalmente se retir6 el sobrenadante y se procedid a resuspender las células
afladiendo 300 microlitros de solucion fijadora.

Se almacenaron las muestras a 4° C hasta su analisis.
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4.4. Analisis de las muestras:

Las poblaciones de células circulantes en sangre periférica fueron identificadas

mediante citometria de flujo usando el sistema FACSCalibur y se analizaron mediante

el programa de software Cellquest (ambos de Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

Mediante este programa se seleccionaron una serie de poblaciones de manera secuencial

seleccionando una serie de regiones y ventanas que limitaban las poblaciones en

estudio:

Gl (gate 1, ventana 1): Mediante el FSC (forward scatter) y el SSC (side
scatter) se procedid a un primer “gating” de las células, eliminando el debris
(células adheridas o lisadas) y dejando todos los leucocitos que se iban a
analizar.

G2: A continuacidon se procedid a seleccionar mediante FSC y el SSC los
monocitos.

G3: Mediante la combinacion CD14-FITC HLA-DR PerCP se seleccionaron el
conjunto de todos los monocitos como aquellos que marcaban positivo para

CD14 y HLA-DR.

A continuacion se seleccionaron las diferentes subpoblaciones de monocitos:

G4: Los monocitos que marcan positivo para CD14 y negativo para CD16 (que a
partir de este momento llamaremos CD14+CD16-)
G5: Los monocitos que marcan positivo para CD14 y CD16 (los abreviaremos

como CD14+CD16 +)

G6: Los monocitos que marcan CD14 débil y altamente positivo para CD16

(CD14dimCD16+)

En los trabajos preliminares con sangre total se identifico lo que podria ser una

subpoblacion de monocitos que para poder estudiar posteriormente decidimos marcar en

una nueva ventana:

G7: Células que marcaban altamente positivo para CD14 y CDI16
(CD14++CD16 ++)
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A efectos de analizar las poblaciones de neutrdfilos y linfocitos seleccionamos también
en dos nuevas ventanas:
e (8: Neutrofilos seleccionados mediante FSC y SSC en el area de los neutrofilos
y que no marcaban para monocitos.
e (39: Linfocitos seleccionados mediante el FSC y SSC en el area de los linfocitos

y que no marcaban para monocitos.

Una vez seleccionada cada una de las poblaciones podiamos analizar las quimioquinas
que iban variando seglin las muestras en estudio. De esta manera se obtenian los %
positivos para los diferentes tipos de células. Se adjuntan en los Anexos 1y 2, un

ejemplo de los graficos obtenidos en el estudio de un individuo sano y un paciente.

Dado que conociamos las cifras de leucocitos totales en la sangre periférica de las
diferentes muestras esto nos permitia también calcular las cifras de los diferentes
subtipos celulares para cada una de las quimioquinas. Se introdujeron los datos en una

hoja de célculo de Excel (Microsoft Office Excel 2003 de Microsoft Corporation).
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4.5. Analisis estadistico:

El andlisis estadistico se realiz6 mediante el estudio de las cifras absolutas de los
diferentes subtipos de células obtenidos. Se utilizd la prueba no paramétrica para
muestras independientes de la U de Mann-Whitney. Como medida de tendencia central
se utilizd la mediana (Psp) y como medida de dispersion el intervalo intercuartil
(percentil 25 a 75). No se ha calculado la media como medida de tendencia central ni la
desviacidn tipica como medida de dispersién porque la distribucion de los datos no lo

permitia, dado el bajo nimero de casos.

Se utilizé el programa SPSS 12.0S para Windows (Version 12.0.1) de SPSS incl. La

significacion estadistica se establecio con p < 0°05.

Dada la baja frecuencia de la AlJiS, el interés de analizar los pacientes en diferentes
subgrupos segun su grado de actividad, la dificultad para recoger un numero
significativo de pacientes, y puesto que no se pudieron realizar tinciones para todos los
receptores de quimioquinas en cada individuo, se incluyeron también en el Anexo 3
aquellos grupos que mostrando diferencias estadisticamente significativas no permitian
extraer conclusiones en firme porque no llegaban a incluir un nimero minimo de 5
casos en cada grupo. Por el mismo motivo se hace mencidn, con las reservas logicas, de

aquellos grupos en los que se observd tendencia a la significacion.
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5.- RESULTADOS
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5.- RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de los pacientes e individuos control:

Se recogieron muestras de 21 pacientes afectos de AlJiS; 6 pacientes asintomaticos que
no recibian tratamiento (AIJiS en remision), 6 pacientes asintomaticos en tratamiento
con corticoides (AIJiS en remision con tratamiento), 5 pacientes sintomaticos a pesar de
estar en tratamiento con corticoides, y 4 pacientes sintomaticos que en ese momento no
estaban recibiendo tratamiento con corticoides, (pacientes con nuevo brote de AlJiS). Se

obtuvieron también muestras de 12 sujetos sanos; 7 en edad pediatrica y 5 adultos.

En las siguientes tablas se pueden ver: las caracteristicas demogréficas de los pacientes
(diagndstico, edad en el momento del analisis, edad al diagndstico de la enfermedad y
sexo) (tabla 9), la clinica en el momento de la visita (presencia de sintomas sistémicos,
(fiebre, rash y otros sintomas), artritis y el numero de articulaciones afectadas) (tabla
10), asi como su hemograma y VSG (tabla 11), y la medicacidon que seguian en ese
momento (tabla 12). A partir de estos resultados se subdividieron los pacientes con
AIJiS en 6 grupos:

- Grupo 1: Nifios sanos

- Grupo 2: Adultos sanos

- Grupo 3: Asintomadticos sin tratamiento

- Grupo 4: Asintomaticos en tratamiento con corticoides

- Grupo 5: Sintomaticos en tratamiento con corticoides

- Grupo 6: Sintomdticos sin tratamiento con corticoides en el momento del

analisis

La edad media de los nifios sanos fue de 11 afios y 6 meses, mientras que la de los nifios

con AlJiS fue de 9 afios y 4 meses.

En el grupo de pacientes sanos, la proporcion de nifias fue del 57°1 %, mientras que en

el grupo de pacientes con AlJiS fue del 66°7%.

55



Tabla 9. Datos demograficos (diagndstico, edad al diagnostico, en el momento del
analisis y sexo).

Edad
Codigo Diagnostico Edad Diagnostico Sexo
Nifio sano H79 Hipermovilidad 4a6m F
Nifio sano H37 Sde. dolor amplificado 9abm F
Nifio sano H83 Sana 4a7m F
Nifio sano H75 Artralgias 17a10m M
Nifio sano H64 Sana 14a10m F
Nifio sano H77 Sano 17 a M
Nifio sano H76 Artralgias 12a10m M
Adulto sano HA Sano 24 a M
Adulto sano HDS Sana 28 a F
Adulto sano HAC Sana 29 a F
Adulto sano HJA Sano 35a M
Adulto sano HEA Sano 37a1m M
Asint No Tx SYS 63 AlJIS 6abm 1a9m F
Asint No Tx SYS 64 AlJIS 7a9m 8 m M
Asint No Tx SYS 23 AlJIS 8a7m M
Asint No Tx SYS 54 AlJIS 10a11m 3a1m M
Asint No Tx SYS 7 AlJIS 12a9m 8abm F
Asint No Tx SYS 34 AlJIS 14a2m 1a1m F
Asint Tx Cortis SYS 31 AlJIS 6a8m 5a1m F
Asint Tx Cortis SYS 20 AlJIS 5a2m 2a11m F
Asint Tx Cortis SYS 52 AlJIS 13a11m 3a8m F
Asint Tx Cortis SYS 13 AlJIS 3adm 1a2m F
Asint Tx Cortis SYS 46 AlJIS 6a9m 5a11m M
Asint Tx Cortis SYS 21 AlJIS 6a3m 3a5m F
Sint Tx Cortis SYS 38 AlJIS 4a0m 1a3m M
Sint Tx Cortis SYS 2 AlJIS 11a10m 2a0m F
Sint Tx Cortis SYS 51 AlJIS 2a0m 10m F
Sint Tx Cortis SYS 33 AlJIS 17a7m 14a3m F
Sint Tx Cortis SYS 47 AlJIS 9a8m 7a3m M
Sint No Tx SYS 29 AlJiS 16a10m 14a0m F
Sint No Tx SYS 36 AlJIS 16a7m 13a11m F
Sint No Tx SYS 60 AlJIS 7a4m 5a0m M
Sint No Tx SYS 62 AlJIS 7a8m F
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Tabla 10. Manifestaciones clinicas

Nifio sano
Nifio sano
Nifio sano
Nifio sano
Nifio sano
Nifio sano
Nifio sano

Adulto sano
Adulto sano
Adulto sano
Adulto sano
Adulto sano

Asint No Tx
Asint No Tx
Asint No Tx
Asint No Tx
Asint No Tx
Asint No Tx

Asint Tx Cortis
Asint Tx Cortis
Asint Tx Cortis
Asint Tx Cortis
Asint Tx Cortis
Asint Tx Cortis

Sint Tx Cortis
Sint Tx Cortis
Sint Tx Cortis
Sint Tx Cortis
Sint Tx Cortis

Sint No Tx
Sint No Tx
Sint No Tx
Sint No Tx

Codigo Fiebre Rash Otros sintomas Artritis Numero articulaciones

H79
H37
H83
H75
H64
H77
H76

HA

HDS
HAC
HJA
HEA

SYS 63
SYS 64
SYS 23
SYS 54
SYS 7

SYS 34

SYS 31
SYS 20
SYS 52
SYS 13
SYS 46
SYS 21

SYS 38
SYS 2

SYS 51
SYS 33
SYS 47

SYS 29
SYS 36
SYS 60
SYS 62

No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
No

No
No
No
Si
Si

No
No
No

No
No
No
No
No
No

Si

No
No
No
No
No

No
Si
No
Si
Si

No
No
No

No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
Si Cefalea

No
No
No
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No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
No

SI
Si
Si
Si
Si

Si
Si
Si

O O O O o o O O O O o o

N A BN O
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Tabla 11. Datos de laboratorio (hemograma y VSG)

Nifio sano
Nifio sano
Nifio sano
Nifio sano
Nifio sano
Nifio sano

Nifio sano

Adulto sano
Adulto sano
Adulto sano
Adulto sano
Adulto sano

Asint No Tx
Asint No Tx
Asint No Tx
Asint No Tx
Asint No Tx
Asint No Tx

Asint Tx
Cortis
Asint Tx
Cortis
Asint Tx
Cortis
Asint Tx
Cortis
Asint Tx
Cortis
Asint Tx
Cortis

Sint Tx
Cortis
Sint Tx
Cortis
Sint Tx
Cortis
Sint Tx
Cortis
Sint Tx
Cortis

Sint No Tx
Sint No Tx
Sint No Tx
Sint No Tx

Codigo
H79
H37
H83
H75
H64
H77
H76

HA

HDS
HAC
HJA
HEA

SYS 63
SYS 64
SYS 23
SYS 54
SYS 7

SYS 34

SYS 31
SYS 20
SYS 52
SYS 13
SYS 46

SYS 21

SYS 38
SYS 2

SYS 51
SYS 33
SYS 47
SYS 29
SYS 36

SYS 60
SYS 62

17
16
23

19

15

10
11

18

1"

29

37

50

49
70
68
91
61
97
55

74
92

VSG Leucocitos

10,2
5,9
7,5
6,3
4,6

5
3,6

6,5
51
6,9
3,2
3,9

5,5
6,5
6,4
5,6
52
3,6

13,4
10,2
12,9
11,6

6,2

13,1

8,4
29
17,2
17,3
34,2
6,8
8,2

11,6
11
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Hemoglobina

12,3
12,9
13,1
14,3
13,5

13,7

121
14,1
12,8
13,4
12,7
13,4

9,3
1.1
1.1
10,9

Hematies

42
3,99
4,14
5,05
4,49

4,69

4,12
4,78
4,38

4,6
4,65
4,25

4,34
3,85
5,19
5,19
4,75

3,35

4,86
4,77
4,88
4,33
4,53
4,55
3,98

4,66
3,89

Plaquetas

307
304
314
241
201

240

383
381
324
259
242
254

349

347

295

395

227

627

276
711
485
335
504
431
326

502
667



Tabla 12. Tratamientos

Nifio sano
Nifio sano
Nifio sano
Nifio sano
Nifio sano
Nifio sano
Nifio sano

Adulto sano
Adulto sano
Adulto sano
Adulto sano
Adulto sano

Asint No Tx
Asint No Tx
Asint No Tx
Asint No Tx
Asint No Tx
Asint No Tx

Asint Tx Cortis
Asint Tx Cortis
Asint Tx Cortis

Asint Tx Cortis
Asint Tx Cortis
Asint Tx Cortis

Sint Tx Cortis

Sint Tx Cortis

Sint Tx Cortis
Sint Tx Cortis

Sint Tx Cortis

Sint No Tx

Sint No Tx

Sint No Tx
Sint No Tx

Cortis

Codigo po

H79
H37
H83
H75
H64
H77
H76

HA

HDS
HAC
HJA
HEA

SYS 63
SYS 64
SYS 23
SYS 54
SYS7

SYS 34

SYS 31
SYS 20
SYS 52

SYS 13
SYS 46
SYS 21

SYS 38

SYS 2

SYS 51
SYS 33

SYS 47

SYS 29

SYS 36

SYS 60
SYS 62

No
No
No
No
No
No

Si
Si
Si

Si
Si

Si

Si

Si

Si

No

No

No
No

Dosis cortis
po

Predni 2mg/d
Predni 5 mg/d

Predni 10 mg/d
Met-pred
5mg/d

Predni 6 mg/d
Predni 1 mg/d

Predni 3 mg/d
Predni 25mg/d

Predni 5 mg/d
Predni 15 mg/d

Predni 10 mg/d

No

Cortis

ev

No
No
No
No
No
No

Si
No
No

No
No

No
No

No
No
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Dosis

cortis ev

No

30
mg/kg/d

No

No

30
mg/kg/d

30
mg/kg/d

No

MTX  Anti-TNF

No
No
Si po
No
No
No

No
Sisc
No
No

No
Si

Si
Si po

Sisc
Sisc

No
No
No
No
No
No

No
Infliximab
No

No
No
no

Etanercept
Infliximab

No
Infliximab

No
No
No

No

Otros

Naproxeno
No
No
Naproxeno
Ibuprofeno
Ibuprofeno

Ibuprofeno
Folico
Naproxeno
Ibuprofeno
No

Folico

Hidroxiclorog.

Indometacina,
Folico, ibuprofen

Ibuprofeno

Foélico
Ibuprofeno, félico

Ibuprofeno,
ranitidina



5.2. Analisis individuos sanos (nifios y adultos) versus pacientes con ALJiS:

Se constatd un aumento de las cifras de leucocitos en los pacientes con AlJiS respecto a
los individuos sanos, con valores significativos (p 0°03), asi como de las cifras de
granulocitos (p 0°009) y monocitos totales (CD14+) (p 0°022), y en especial el subtipo
CD14+CD16- (p 0°024), asi como de las células CD14++CD16++ (p 0°008).

Percentiles
Sanos vs ALJiS N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
sanos 12 | 3200 | 10200 | 4075 5500 6800
Leucocitos ,003
enfermos | 21 | 3600 | 34200 | 6300 10200 | 13250
Grafico 1
*28
30000
025
5200007
T
10000
o
T T
sanos enfermos
AUIS
Percentiles
Sanos vs ALJiS N Min. Mix. 50 Signif.
25 75
Mediana
sanos 11 | 1495,08 6640,20 | 1971,20 2621,37 4041,05
Granulocitos cells ,009
enfermos | 21 | 1978,20 | 28587,78 | 2655,40 6201,72 | 10030,88

Grafico 2
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Percentiles
Sanos vs ALJiS N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
sanos 11| 0,50 5,61 | 0,96 1,50 3,06
CD14++CD16++ cells ,008
enfermos | 21 0,52 | 44,46 | 1,67 4,92 | 17,60
Grafico 3

50,00

40,00
021
025
026

30,00

20,00

10,00

CD14++CD16++ cells

_—

T T
sanos enfermos

AlJiS

0,00

Destacar el hallazgo de diferencias significativas de CCR1, con expresion disminuida en
pacientes con AlJiS respecto sujetos sanos para CD14+ (p 0°005), CD14+CD16- (p
0°028), CD14+CD16+ (p 0°047) y CD14dimCD16+ (p 0°009).

Percentiles
Sanos vs ALJiS N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
sanos 10 | 126,18 | 568,64 | 151,56 205,70 | 389,28
CCRI1 CD14+ cells ,005
enfermos | 20 13,28 | 288,46 29,87 132,91 | 213,53

-
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Percentiles
Sanos vs ALJiS N Min. Max. 50 Signif.
75
Mediana
sanos 10 | 100,21 | 525,41 | 129,90 158,78 | 370,71
CCR1 CD14+CD16- cells ,028
enfermos | 20 9,03 | 261,98 22,16 109,93 1 190,94
Grifico 5
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500,000000 T
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&
a
o
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o
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o
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0,000000 —
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Percentiles
Sanos vs ALJiS N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
sanos 10 | 4,16 | 44,31 | 7,57 13,89 | 19,82
CCR1 CD14+CD16+ cells ,047
enfermos | 20 0,45 | 28,46 | 2,58 5,90 | 15,19
Grafico 6
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Percentiles
Sanos vs ALJiS N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
sanos 10 1,33 | 27,41 | 6,11 9,38 | 19,42
CCR1 CD14dimCD16+ cells ,009
enfermos | 20 | 0,15 9211 1,18 2,41 4,77
Grafico 7
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Aunque con un numero reducido de casos se observd también significacion para
CXCRI, con valores mas altos en los enfermos respecto a los sanos, en los granulocitos
(p 0°03), y en algunos subtipos de monocitos, CD14+CDI16+ (p 0°048) vy
CD14dimCD16+ (p 0°048), (Anexo 3, graficos I, II y III) con tendencias aunque no
significativas en el subtipo de monocitos CD14+CD16- (p 0°076) y en las células
CD14++CD16++ (p 0°076).

Se observo también significacion para CXCR2, con valores mds altos en los pacientes

con AlJiS que en los sanos, en las células CD14++CD16++ (p 0°042).
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Percentiles
Sanos vs ALJiS N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
sanos 5 0,27 1,26 | 0,38 0,93 1,17
CXCR2 CD14++CD16++ cells ,042
enfermos | 14 | 0,37 | 36,58 | 0,90 4,52 1 22,50
Grafico 8
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Para CD62-L se observaron diferencias significativas para los granulocitos (p 0°015),

con cifras mas altas en los pacientes con AlJiS que en los sujetos sanos.

Percentiles
Sanos vs ALJiS N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
sanos 5] 1472,65 4009,93 | 1605,27 1944,19 | 3151,58
CD62-L Granulocitos cells ,015
enfermos | 11 | 1891,15 | 11479,61 | 2321,37 6332,28 | 9836,31
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5.2.1 Analisis individuos sanos (nifios v adultos) versus pacientes con ALJiS

Asintomaticos Sin Tratamiento:

Destaca en este grupo de pacientes en remision sin tratamiento el mantenimiento de
diferencias significativamente mas bajas que los sujetos sanos, a nivel de CCRI1, en
especial en los subtipos CD14+CD16+ (p 0°039) y CD14dimCD16+ (p 0°039), con
tendencias también en las células CD14++CD16++ (p 0°065).

Percentiles
Total sanos vs ALJiS Asintom No Tx N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
ALJiS Asintom No Tx 61 045 ] 18,26 | 2,20 4,42 1 10,16
CCR1 CD14+CD16+ cells ,039
Total sanos 10 | 4,16 | 4431 ) 7,57 13,89 | 19,82
Grifico 10
e lcntalsans_asimpnolranc‘:ﬂ:syedmmSsams
Percentiles
Total sanos vs AIJiS Asintom No Tx N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
ALJiS Asintom No Tx 6] 020 9,21 | 1,26 1,94 7,68
CCR1 CD14dimCD16+ cells ,039
Total sanos 10| 1,33 | 2741 | 6,11 9,38 | 19,42

Grafico 11
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Aunque con un numero reducido de casos para CD62-L se observaron también
diferencias significativamente mas bajas en los pacientes con AIJiS asintomaticos sin
tratamiento con respecto al total de sanos para el total de monocitos, CD14+, y el
subtipo principal, CD14+CD16-, (Anexo 3, IV y V) con tendencias a nivel de los
CD14dimCD16+ (p 0°053).
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5.2.2 Analisis individuos sanos (nifios v adultos) versus pacientes con AIlJiS

Asintomaticos Con Tratamiento:

En este subgrupo se observan diferencias significativas, con mayores cifras en los
pacientes con AlJiS asintomaticos con tratamiento a nivel de las cifras de leucocitos (p

0°004), granulocitos (p 0°004) y en las células CD14++CD16++ (p 0°035).

Percentiles
Total sanos vs ALJiS Asintom Tx | N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
ALJiS Asintom Tx 6 | 6200 | 13400 | 9200 12250 | 13175
Leucocitos ,004
Total sanos 12 | 3200 | 10200 | 4075 5500 6800
Grafico 12
<
asintomaticos con ”a\ﬂm‘::;Isans_asimp"ac:ﬁas y adultos sanos
Percentiles
Total sanos vs ALJiS Asintom Tx N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana

AlJiS Asintom Tx 6 | 4430,52 | 10528,98 | 4505,85 6772,40 | 10241,71
Granulocitos cells ,004
Total sanos 11 ] 1495,08 6640,20 | 1971,20 2621,37 4041,05

Grafico 13
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Percentiles
Total sanos vs ALJiS Asintom Tx N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
AIJiS Asintom Tx 6] 0,62 ] 36,68 | 2,77 7,58 | 25,25
CD14++CD16++ cells ,035
Total sanos 11 0,50 5,61 ] 0,96 1,50 3,06

Grafico 14

40,00

20,00

CD14++CD16++ cells

31
o

I ==

T T
asintomaticos con tratamiento nifios y adultos sanos.

totalsans_asimptract
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En cambio a nivel de CCR1, se observan diferencias significativamente mas bajas para
los pacientes con AIlJiS asintomaticos con tratamiento a nivel del global de los
monocitos (CD14+) (p 0°007) y los subtipos de monocitos CD14+CD16- (p 0°007) y
CD14dimCD16+ (p 0°017).

Percentiles
Total sanos vs ALJiS Asintom Tx N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
ALJiS Asintom Tx 6 24,86 | 171,06 32,28 109,59 | 143,08
CCR1 CD14+ cells ,007
Total sanos 10 | 126,18 | 568,64 | 151,56 205,70 | 389,28

Grafico 15
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Percentiles
Total sanos vs ALJiS Asintom Tx N Min. Maix. 50 Signif.
25 75
Mediana
AlJiS Asintom Tx 6 21,92 | 138,25 22,65 82,20 | 120,27
CCR1 CD14+CD16- cells ,007
Total sanos 10 | 100,21 | 525,41 | 129,90 158,78 | 370,71
Grifico 16
600,000
§ 300,000 -
S
o
E 200,000 -
g we
100,000 T L
0,000
asintomaticos (‘:on tratamiento nifios y ad\]\los sanos
totalsans_asimptract
Percentiles
Total sanos vs ALJiS Asintom Tx N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
AlJiS Asintom Tx 6] 0,15 5,19 | 1,11 3,19 4,93
CCR1 CD14dimCD16+ cells ,017
Total sanos 10 1,33 | 27,41 | 6,11 9,38 | 19,42

Grafico 17
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A nivel de CCR2, se objetivan diferencias significativas con cifras superiores para AlJ

asintomaticos con tratamiento en el subtipo de monocitos CD14+CD16+ (p 0°047).

Percentiles
Total sanos vs ALJiS Asintom Tx N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
ALJiS Asintom Tx | 5 | 10,69 | 29,84 | 10,92 15,61 | 24,50
CCR2 CD14+CD16+ cells ,047
Total sanos 5 0,89 | 17,27 2,19 6,98 | 12,65

Grafico 18
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Se observan también diferencias significativas a nivel de CXCR2 en los granulocitos (p

0°028), con cifras mas altas en los pacientes con AIJiS asintomaticos con tratamiento.

Percentiles

Total sanos vs ALJiS Asintom Tx N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana

ALJiS Asintom Tx | 5 | 2117,79 | 9974,48 | 2754,61 4772,92 | 814594

CXCR2 Granulocitos cells ,028
Total sanos 5 167,21 | 3952,96 814,10 1616,49 | 2941,18

Grafico 19
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5.2.3. Analisis individuos sanos (niios vy adultos) versus pacientes con AIlJiS

Sintomaticos Sin Tratamiento:

Aunque solo tuvimos 4 pacientes con AlJiS Sintomaticos Sin Tratamiento al
compararlos con los individuos sanos se observan diferencias significativas con
aumentos en las cifras de leucocitos (p 0°15) y linfocitos (p 0°006) (Anexo 3, graficos

V1 y VII) Con tendencia en las cifras de granulocitos (p 0°068).

Igualmente en los pacientes con AIJiS sintomaticos sin tratamiento se observan
diferencias significativas con descenso en las cifras de CCRI1, en los monocitos
CD14dimCD16+ (p 0°24), (Anexo 3, grafico VIII) con tendencia en los linfocitos (p
0°90).
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5.2.4. Analisis individuos sanos (niios vy adultos) versus pacientes con AIlJiS

Sintomaticos Con Tratamiento:

En los pacientes con AlJiS sintomaticos con tratamiento se observan diferencias
significativas con aumentos de las cifras de leucocitos (p 0°002), granulocitos (p 0°003),
y monocitos totales, CD14 + (p 0°002) y los subtipos CD14+CD16- (p 0°002), y
CD14++CD16++ (p 0°002).

Percentiles
Total sanos vs ALJiS Sintom Tx | N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
AlLJiS Sintom Tx 5 | 8400 | 34200 | 12800 17300 | 31600
Leucocitos ,002
Total sanos 12 | 3200 | 10200 4075 5500 6800
Grafico 20
sintomatcos con mm‘sn.:omsa"s_ﬂnmat sy adutos sanos
Percentiles
Total sanos vs ALJiS Sintom Tx N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
AlJiS Sintom Tx 51 6201,72 | 28587,78 | 8058,76 | 12552,88 | 26904,54
Granulocitos cells ,003
Total sanos 11 | 1495,08 6640,20 | 1971,20 2621,37 4041,05
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Percentiles
Total sanos vs ALJiS Sintom Tx | N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
ALJiS Sintom Tx 5| 748,44 | 1661,52 | 852,57 1238,04 | 1613,76
CD14+ cells ,002
Total sanos 11 | 214,08 595,47 | 273,39 395,89 567,00
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Percentiles
Total sanos vs ALJiS Sintom Tx N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana

ALJiS Sintom Tx 51 691,32 | 1532,52 | 786,81 1111,50 | 1517,36
,002

CD14+CD16- cells
Total sanos 11 | 202,24 556,14 | 248,43 369,93 543,40
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Percentiles

Total sanos vs ALJiS Sintom Tx N | Min. | Max. 50 Signif.

25 75
Mediana
AlJiS Sintom Tx 51 588 | 44,46 | 9,82 32,87 | 39,63
CD14++CD16++ cells ,002
Total sanos 11 0,50 5,61 | 0,96 1,50 3,06

Grafico 24
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Aunque solo tuvimos 4 pacientes con AlJiS Sintomaticos Con Tratamiento a nivel de
CCR1 se observan diferencias con disminucion significativas en las cifras de linfocitos
(p 0°034), y en los subtipos de monocitos CD14dimCD16+ (p 0°024). En cambio para
CCRI1 en los pacientes sintomaticos con tratamiento se observa un aumento
significativo para las células CD14++CD16++ (p 0°024). (Anexo 3, graficos IX, X y
XI)

También con un numero reducido se observaron diferencias significativas en los
pacientes con AIJiS sintomaticos con tratamiento a nivel de CCR2 con aumentos en el
total de los monocitos, CD14+ (p 0°025) y en el subtipo CD14+CD16- (p 0°025) y las
células CDI14++CDI16++ (p 0°025), (Anexo 3, graficos XII, XIII y XIV) con

tendencias en las cifras de granulocitos (p 0°053).

Por lo que respeta a CXCR2 se observan también diferencias significativas con aumento
de las cifras de granulocitos (p 0°025) y de las células CD14++CD16++ (p 0°025) en los

pacientes con AlJiS sintomaticos con tratamiento. (Anexo 3, graficos XV y XVI)

Para CD62-L los pacientes con AlJiS sintomdticos con tratamiento presentaron

aumentos significativos en las cifras de granulocitos (p 0°025), los monocitos totales
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CD14+ (p 0°025), y el subtipo de monocitos CD14+CD16- (p 0°025) y las células
CD14++CD16++ (p 0°025), (anexo 3, graficos XVII, XVIII, XIX y XX) con tendencia
en el subtipo de monocitos CD14dimCD16+ (p 0°053).

Igualmente, y aunque también con un reducido numero de casos se observo para CD64,
de manera similar, que los pacientes con AlJiS sintomaticos con tratamiento mostraron
aumentos significativos en el total de monocitos, CDI14+ (p 0°025), en el subtipo
CD14+CD16- (p 0°025) y en las células CD14++CD16++ (p 0°025) (anexo 3, graficos
XXI, XXII y XXIII) y tendencia en las cifras de granulocitos (p 0°053).

A nivel de CD40, los pacientes con AlJiS sintomaticos con tratamiento presentaron

aumentos significativos en el subtipo de células CD14++CD16++ (p 0°005).

Percentiles
Total sanos vs ALJiS Sintom Tx N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
AlLJiS Sintom Tx | 5| 3,61 | 39,68 | 4,40 21,99 | 35,50
CD40 CD14++CD16++ cells ,005
Total sanos 8 0,40 5,03 1 1,01 2,22 3,33

Grafico 25
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También para CD83, en los pacientes con AlJiS sintomdticos con tratamiento se
observé un aumento significativo en el subtipo de células CD14++CD16++ (p 0°046).,

pero de nuevo con pocos casos (anexo 3, grafico XXIV)
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5.3. Analisis nifios sanos versus pacientes con ALJiS:

Al aplicar unos criterios mas restrictivos y analizar sélo las diferencias entre nifios sanos
y los afectos de AIJiS, pese a ser menor el numero de casos continian observandose
diferencias significativas con aumento en los pacientes con AIJiS de las cifras de

leucocitos (p 0°021), granulocitos (p 0°036), y las células CD14++CD16++ (p 0°031).

Percentiles
Nifios sanos vs ALJiS N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Nifios sanos 7 ] 3600 | 10200 | 4600 5900 7500
Leucocitos ,021
AlJiS 21 | 3600 | 34200 | 6300 10200 | 13250
Grafico 26
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Percentiles
Niiios sanos vs ALJiS N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana

Nifios sanos 6 | 1495,08 6640,20 | 1751,15 2486,58 4999,05

Granulocitos cells ,036
AlJiS 21 ] 1978,20 | 28587,78 | 2655,40 6201,72 | 10030,88
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Percentiles
Niiios sanos vs ALJiS N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Nifios sanos 6 0,50 3,06 | 0,60 1,29 2,54
CD14++CD16++ cells ,031
ALJiS 21 0,52 | 44,46 | 1,67 4,92 | 17,60
Grafico 28
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Por lo que respecta a CCR1 se observa como los pacientes con AIJiS presentan niveles
significativamente mds bajos en las poblaciones de los monocitos totales, CD14+, (p
0°017), y en los subtipos CD14+CD16- (p 0°03) y CD14dimCD16+ (p 0°021), con
tendencias a la significacién en CD14+CD16+ (p 0°057).

Percentiles
Nifios sanos vs ALJiS N Min. Mix. 50 Signif.
25 75
Mediana
Niiios sanos 5 126,18 | 472,59 | 177,60 347,59 | 417,05
CCR1 CD14+ cells ,017
ALJiS 20 13,28 | 288,46 29,87 132,91 | 213,53
Grafico 29
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Percentiles

Niiios sanos vs ALJiS N Min. Maix. 50 Signif.
25 75
Mediana
Nifios sanos 51 100,21 | 465,67 | 129,43 299,88 | 402,36
CCR1 CD14+CD16- cells ,030
ALJiS 20 9,03 | 261,98 22,16 109,93 | 190,94
Grafico 30
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Percentiles
Nifios sanos vs ALJiS N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Niiios sanos 5 1,33 | 27,41 | 4,52 9,59 | 25,87
CCR1 CD14dimCD16+ cells ,021
ALJiS 20 | 0,15 9,21 | 1,18 2,41 4,77
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Con un nimero reducido de casos para CD62-L en los pacientes con AlJiS se observan

aumentos significativos en las poblaciones de granulocitos (p 0°016). (Anexo 3, grafico

XXV)
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5.3.1 Analisis Nifios Sanos versus pacientes con AlJiS Asintomaticos Sin

Tratamiento

Al analizar solo los nifios respecto a los subgrupos vemos al comparar el grupo de nifios
sanos con pacientes con AIJiS asintomadticos sin tratamiento, es decir en remision sin
tratamiento, que en estos persiste una disminucion significativa para CCR1, en concreto

para los monocitos totales, CD14+ (p 0°045) y el subtipo CD14+CD16+ (p 0°045).

Percentiles
Nifios sanos vs ALJiS Asintom No Tx N | Min. Mix. 50 Signif.
25 75
Mediana
Niiios sanos 5| 126,18 | 472,59 | 177,60 347,59 | 417,05
CCR1 CD14+ cells ,045
AlJiS Asintom No Tx | 6 13,28 | 286,92 24,71 127,34 | 224,55
Grafico 32
& 200,000000 -
8
Percentiles
Nifios sanos vs ALJiS Asintom No Tx N | Min. | Mix. 50 Signif.
25 75
Mediana
Nifios sanos 5 5,36 | 44,31 | 7,64 17,41 | 31,48
CCR1 CD14+CD16+ cells ,045
ALJiS Asintom No Tx | 6 | 045 | 18,26 | 2,20 4,42 | 10,16
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5.3.2 Analisis Nifios Sanos versus pacientes con AlJiS Asintomaticos Con

Tratamiento

Al analizar los pacientes con AlJ asintomaticos con tratamiento se objetiva un aumento
significativo de las cifras de leucocitos (p 0°012) y granulocitos (p 0°025), asi como de

las células CD14++CD16++ (p 0°037).

Percentiles
Nifios sanos vs ALJiS Asintom Tx | N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Niiios sanos 7 ] 3600 | 10200 | 4600 5900 7500
Leucocitos ,012
ALJiS Asintom Tx 6 | 6200 | 13400 | 9200 12250 | 13170
Grifico 34
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Percentiles
Nifios sanos vs ALJiS Asintom Tx N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Nifios sanos 6 | 1495,08 6640,20 | 1751,15 2486,58 4999,05
Granulocitos cells ,025
AlJiS Asintom Tx | 6 | 4430,52 | 10528,98 | 4505,85 6772,40 | 10241,71
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Percentiles

Niiios sanos vs ALJiS Asintom Tx N | Min. | Mix. 50 Signif.
25 75
Mediana
Nifios sanos 6 0,50 3,06 | 0,60 1,29 2,54
CD14++CD16++ cells ,037
ALJiS Asintom Tx | 6 | 0,62 | 36,68 | 2,77 7,58 | 25,25
Grafico 36
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De nuevo para CCR1 se objetiva una disminucion significativa en los pacientes con AlJ
asintomaticos con tratamiento, en los monocitos totales (p 0°028) y en el subtipo

CD14+CD16- (p 0°028), con tendencia en CD14dimCD16+ (p 0°068).

Percentiles
Nifios sanos vs ALJiS Asintom Tx N | Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Nifios sanos 5| 126,18 | 472,59 | 177,60 347,59 | 417,05
CCR1 CD14+ cells ,028
AlJiS Asintom Tx | 6 24,86 | 171,06 32,28 109,59 | 143,08
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Percentiles
Nifios sanos vs AIJiS Asintom Tx N | Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana

Niiios sanos 5] 100,21 | 465,67 | 129,43 299,88 | 402,36
CCR1 CD14+CD16- cells ,028

ALJiS Asintom Tx | 6 21,92 | 138,25 22,65 82,20 | 120,27
Grifico 38
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De nuevo con un reducido nimero de casos para CCR2 en los pacientes asintomaticos
con tratamiento se objetivo un aumento significativo de los monocitos CD14+CD16+ (p

0°025) (anexo 3, grafico XXVI) con tendencias a nivel de CD14dimCD16+ (p 0°053).

También para CXCR2 en los pacientes asintomaticos con tratamiento se vio un aumento
significativo a nivel de las cifras de granulocitos (p 0°025), pero de nuevo se pudo

obtener solo un reducido nimero de pacientes (anexo 3, grafico XXVII).
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5.3.3 Analisis Niiios Sanos versus pacientes con AIlIJiS Sintomaticos Sin

Tratamiento

En el analisis de los pacientes con AIJiS sintomaticos sin tratamiento se observd un
aumento significativo de las cifras de leucocitos (p 0°038) y linfocitos (p 0°019), pero
se pudieron obtener pocos pacientes sintomaticos sin tratamiento (anexo 3, graficos

XXVIII y XXIX).

También se objetivo una tendencia la significacion a nivel de CCR1 para el global de
monocitos totales, CD14+, (p 0°086) y los subtipos CD14+CDI16- (p 0°086) y
CD14dimCD16+ (p 0°086).
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5.3.4 Analisis Nifios Sanos versus pacientes ALJiS Sintomaticos Con Tratamiento

En los pacientes con AlJiS sintomaticos con tratamiento se objetivd un aumento
significativo para las cifras de leucocitos (p 0°007), granulocitos (p 0°011), y monocitos
totales, CD14+, (p 0°006), el subtipo de monocitos CD14+CD16- (p 0°006) y las células
CD14++CD16++ (p 0°006). También se objetivo una tendencia para las células
dendriticas CD123 (p 0°083).

Percentiles
Nifios sanos vs AIJiS Sintom Tx | N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Nifios sanos 7 | 3600 | 10200 4600 5900 7500
Leucocitos ,007
ALJiS Sintom Tx 5 ] 8400 | 34200 | 12800 17300 | 31600
Grafico 39
s e
Percentiles
Niiios sanos vs ALJiS Sintom Tx N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Nifios sanos 6 | 1495,08 6640,20 | 1751,15 2486,58 4999,05
Granulocitos cells ,011
AlJiS Sintom Tx | 5 | 6201,72 | 28587,78 | 8058,76 | 12552,88 | 26904,54
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Percentiles

Nifios sanos vs ALJiS Sintom Tx | N | Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Niiios sanos 6 | 356,76 567,00 | 367,82 457,54 542,25
CD14+ cells ,006
ALJiS Sintom Tx | 5 | 748,44 | 1661,52 | 852,57 1238,04 | 1613,76
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Percentiles
Niiios sanos vs ALJiS Sintom Tx N | Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Nifios sanos 6 | 305,28 548,10 | 332,82 387,95 489,71
CD14+CD16- cells ,006
ALJiS Sintom Tx | 5 | 691,32 | 1532,52 | 786,81 1111,50 | 1517,36

,
Grifico 42
1500,00{ I
1250,00{
-]
®
© 1000,00]
e
a
(%]
+
*
a 75000 J
[3)
500,00
250,00

T T
nifios sanos sintomaticos con tratamiento

nenssans_sinttrat

85



Percentiles
Niiios sanos vs ALJiS Sintom Tx N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Nifios sanos 6 0,50 3,06 | 0,60 1,29 2,54
CD14++CD16++ cells ,006
ALJiS Sintom Tx | 5 | 5,88 | 44,46 | 9,82 32,87 | 39,63
Grafico 43
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Aunque se pudieron obtener pocos casos, por lo que respecta a CCR1 en los pacientes
sintomdticos con tratamiento se vio un aumento significativo para las células
CD14++CD16++ (p 0°027) (anexo 3, grafico XXX) y tendencias para las poblaciones
de linfocitos (p 0°05) y CD14dimCD16+ (p 0°05).

También para CD40 a pesar del ntimero reducido de casos se vio un aumento
significativo en los pacientes con AlJiS sintomdticos con tratamiento para las células

CD14++CD16++ (p 0°014). (Anexo 3, grafico XXXI)
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5.4. Analisis pacientes con ALJiS sintomaticos versus pacientes asintomaticos:

En los pacientes con AlJiS sintomaticos se observo un aumento significativo en las
poblaciones de leucocitos (p 0°025). A pesar del numero reducido destaca en cambio la
disminucién en la subpoblacion de células dendriticas CD123+ (p 0°034) (anexo 3,
grafico XXXII), con tendencias en las poblaciones de granulocitos (p 0°055),
monocitos totales CD14+ (p 0°076), células CD14++CD16++ (p 0°065), y basofilos (p
"077).

Percentiles
ALJiS Asintomat. vs Sintomat. | N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Asintomat. 12 | 3600 | 13400 | 5525 6450 | 12575
Leucocitos ,025
Sintomat. 9 ] 6800 | 34200 | 8300 11600 | 23150
Grafico 44
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A pesar del numero reducido de casos en los pacientes con AlJiS sintomaticos se
observo un aumento significativo para CCR4 en las poblaciones de granulocitos (p
0°034), (anexo 3, grafico XXXIII). Igualmente para CCRS5 en los pacientes con AIJiS
sintomaticos también se observaron diferencias en las poblaciones de granulocitos (p

0°021)., (anexo 3, grafico XXXIV)

Por lo que respecta a CD62-L los pacientes con AlJiS sintomaticos presentaron un
aumento significativo para las poblaciones de granulocitos (p 0°045), monocitos totales
CD14+ (p 0°018) y subtipo CD14+CD16- (p 0°018), y las células CD14++CD16++ (p
0°045).
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Percentiles
AlJiS Asintomat. vs Sintomat. N Min. Mix 50 Signif.
25 75
Mediana
Asintomat. | 6 | 1891,15 | 10315,24 | 2212,66 3073,88 5848,87
CD62-L Granulocitos cells ,045
Sintomat. 5| 6332,28 | 11479,61 | 6450,25 6910,32 | 10657,96
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Percentiles
AlJiS Asintomat. vs Sintomat. N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Asintomat. | 6 38,22 | 378,25 75,46 116,40 | 250,83
CDG62-L CD14+ cells ,018
Sintomat. 51 187,12 | 960,18 | 322,56 593,63 | 867,91
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Percentiles
ALJiS Asintomat. vs Sintomat. N | Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Asintomat. | 6 36,90 | 366,68 70,78 104,84 | 238,34
CD62-L CD14+CD16- cells ,018
Sintomat. 5] 182,20 | 888,86 | 314,31 543,50 | 811,34
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AlJiS Asintomat. vs Sintomat. N | Min. | Max 50 Signif.
25 75
Mediana
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En pacientes con AlJiS sintomaticos para CD64, se encontré un aumento significativo

para los monocitos CD14+CD16- (p 0°045) y las células CD14++CD16++ (p 0°045).

Percentiles

ALJiS Asintomat. vs Sintomat. N Min. Maix. 50 Signif.
25 75
Mediana

Asintomat. | 6 | 179,20 692,50 | 219,87 338,87 513,93
CD64 CD14+CD16- cells ,045
Sintomat. 5| 363,55 | 1523,78 | 415,27 881,15 | 1510,59
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Percentiles
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Para CD40 los pacientes con AlJiS sintomdticos presentaron un aumento significativo
en las células CD14++CD16++ (p 0°035), asi como tendencia en la poblacién de

granulocitos (p 0°064).

Percentiles
AIlJiS Asintomat. vs Sintomat. N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
Asintomat. | 7 | 0,55 8,86 | 0,72 1,95 6,12
CD40 CD14++CD16++ cells ,035
Sintomat. 71 3,61 | 39,68 | 3,98 5,19 | 31,32
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5.5. Analisis pacientes con ALJiS en tratamiento versus pacientes sin tratamiento:

Los pacientes con AIJiS con tratamiento presentaron un aumento significativo de las
poblaciones de leucocitos (p 0°002) y granulocitos (p 0°002), asi como en las
subpoblaciones de monocitos totales CD14+ (p 0°006) y CD14+CD16- (p 0°011), y de
las células CD14++CD16++ (p 0°002).

Percentiles
AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento | N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento 11 | 6200 | 34200 | 10200 13100 | 17300
Leucocitos 0,002
No Tratamiento 10 | 3600 | 11600 5425 6450 8900
Grafico 52
T atamionto,_notratamiento
Percentiles
AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento | N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana

En Tratamiento | 11 | 4430,52 | 28587,78 | 6201,72 9915,80 | 12552,88
Granulocitos cells ,002
No Tratamiento | 10 | 1978,20 7230,28 | 2378,54 2655,40 5119,04
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Percentiles
AlLJiS Tratamiento vs No Tratamiento | N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento 11 | 285,82 | 1661,52 | 494,07 748,44 | 1238,04
CD14+ cells ,006
No Tratamiento 10 | 205,92 581,75 | 299,93 443,94 515,83
Grafico 54
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Percentiles
AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento | N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento | 11 | 238,70 | 1532,52 | 398,61 693,68 | 1126,94
CD14+CD16- cells ,011
No Tratamiento | 10 | 192,92 520,00 | 243,15 392,00 477,83
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Percentiles
AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento | 11 0,62 | 44,46 | 5,88 13,76 | 34,80
CD14++CD16++ cells ,002
No Tratamiento | 10 0,52 5,44 | 0,68 2,40 4,71
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Para CCRI1 los pacientes con AIJiS en tratamiento presentaron un aumento significativo

de las células CD14++CD16++ (p 0°01).

Percentiles
AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento | 10 0,29 | 23,82 | 1,27 5,45 | 14,20
CCRI1 CD14++CD16++ cells ,010
No Tratamiento | 10 0,06 3,47 1 0,46 0,96 1,48

Grafico 57

25,000000—

20,000000—

15,000000—

10,000000—

CCR1 CD14++CD16++ cells

5,000000—
*31

0,000000— % _l_

T T
enfermos no tratamiento enfermos tratamiento
tratamiento_notratamiento

94



Para CCR2 los pacientes con AIJiS en tratamiento presentaron un aumento significativo
de las poblaciones de granulocitos (p 0°028), de los monocitos totales CD14+ (p 0°007),
y subtipos CD14+CD16- (p 0°007), CD14+CD16+ (p 0°002), CD14dimCD16+ (p
0°004), y de las células CD14++CD16++ (p 0°014).

Percentiles
AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento 81 17,90 | 66,96 | 20,72 26,63 | 55,92
CCR?2 Granulocitos cells ,028
No Tratamiento | 6 2,48 | 37,60 8,14 16,20 | 23,66
Grafico 58
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Percentiles
AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento | N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana

En Tratamiento | 8 | 221,88 | 1443,03 | 440,00 735,16 | 1302,00

CCR2 CD14+ cells ,007
No Tratamiento | 6 82,20 308,95 | 100,19 223,30 301,26
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Percentiles

ALJiS Tratamiento vs No Tratamiento N | Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana

En Tratamiento | 8 | 204,54 | 1374,06 | 400,84 683,40 | 1244,87
CCR2 CD14+CD16- cells ,007
No Tratamiento | 6 73,98 301,16 97,12 213,46 292,15
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Percentiles
AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento | 8 | 10,69 | 60,33 | 10,91 13,59 | 27,17
CCR2 CD14+CD16+ cells ,002
No Tratamiento 6 0,51 9,19 2,10 6,14 7,86
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Percentiles
AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento 0,80 | 11,63 | 1,52 2,96 | 3,73
CCR2 CD14dimCD16+ cells ,004
No Tratamiento 0 1,74 0 0,27 | 0,89
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Percentiles
AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento 0,41 | 36,14 | 4,49 15,24 1 30,84
CCR2 CD14++CD16++ cells ,014
No Tratamiento 0,14 428 | 0,29 1,19 3,07

.
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A pesar del nimero reducido de casos se observo para CXCR1 que los pacientes con
AlJiS en tratamiento presentaron un aumento significativo para los granulocitos (p
0°023) y los monocitos del subtipo CD14dimCD16+ (p 0°038), (anexo 3, graficos
XXXV y XXXVI) y tendencia en las poblaciones de monocitos totales CD14+ (p
0°059) y CD14+CD16- (p 0°059), y de las células CD14++CD16++ (p 0°059).

Para CXCR2 los pacientes con AlJiS en tratamiento mostraron un aumento significativo
de las poblaciones de granulocitos (p 0°014), y monocitos CD14dimCD16+ (p 0°028) y
de las células CD14++CD16++ (p 0°028), con tendencia en la poblacién de monocitos

CD14+CD16+ (p 0°053).

Percentiles

AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento N Min. Max. 50 Signif.
25 75
Mediana

En Tratamiento | 8 | 2117,79 | 24179,66 | 3736,80 8074,95 | 10821,83

CXCR2 Granulocitos cells ,014
No Tratamiento | 6 934,08 5017,25 | 1028,11 1901,39 3656,03

Grafico 64

25000,000000 —
025

20000,000000 —

15000,000000—

10000,000000—

5000,000000 — g

0,000000—

CXCR2 Granulocitos cells

enfermos no ratamient
tratamiento_notratamiento

98



Percentiles
AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento | 8 2,00 | 18,44 | 2,85 3,62 | 6,35
CXCR2 CD14dimCD16+ cells ,028
No Tratamiento | 6 0,61 3,71 | 1,42 2,38 | 2,89

Grafico 65
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Percentiles
AIlJiS Tratamiento vs No Tratamiento N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento | 8 | 0,44 | 36,58 | 4,44 16,00 | 34,03
CXCR2 CD14++CD16++ cells ,028
No Tratamiento | 6 0,37 4,67 | 0,48 1,58 445
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Para CXCR4, a pesar de no tener significacion, posiblemente por el bajo nimero de
casos (6 en tratamiento y 4 sin tratamiento), si se objetivd una tendencia para las
poblaciones de granulocitos (p 0°088), CD14+ (p 0°055), CD14+CD16- (p 0°088),
CD14+CD16+ (p 0°088), CD14dimCD16+ (p 0°055), y CD14++CD16++ (p 0°055).
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Para CD62-L los pacientes con AlJiS en tratamiento presentaron un aumento
significativo de las poblaciones de granulocitos (p 0°045), y de los monocitos totales
CD14+ (p 0°045), y lo subtipos CD14+CD16- (p 0°045) y CD14dimCD16+ (p 0°006),
con tendencia en el subtipo CD14+CD16+ (p 0°068).

Percentiles

AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento N Min. Mix. 50 Signif.
25 75
Mediana

En Tratamiento | 6 | 3826,40 | 11479,61 | 4226,65 8373,31 | 10606,33

CD62-L Granulocitos cells ,045
No Tratamiento | 5 | 1891,15 6568,23 | 2105,49 2321,37 6450,25
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Percentiles
AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento | N | Min. Mix. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento | 6 | 142,24 | 960,18 | 191,83 485,94 | 821,77
CD62-L CD14+ cells ,045
No Tratamiento | 5 38,22 | 458,00 63,05 90,56 | 322,56
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Percentiles
ALJiS Tratamiento vs No Tratamiento Min Maix. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento 120,70 | 888,86 | 176,85 455,09 | 772,58
CD62-L CD14+CD16- cells ,045
No Tratamiento 36,90 | 446,42 59,48 88,97 | 314,31
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Percentiles
ALJiS Tratamiento vs No Tratamiento Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento 1,33 ] 18,13 | 1,43 328 | 7,77
CD62-L CD14dimCD16+ cells ,006
No Tratamiento 0,23 1,32 ] 0,33 0,51 1,31
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Para CD64 los pacientes con AlJiS en tratamiento presentaron un aumento significativo
en las subpoblaciones de monocitos CD14+CD16+ (p 0°045), CD14dimCD16+ (p
0°045), y las células CD14++CD16++ (p 0°045).

Percentiles
AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento | 6 | 15,57 | 66,47 | 16,72 22,36 | 56,90
CD64 CD14+CD16+ cells ,045
No Tratamiento 5 2,84 | 22,86 5,75 11,13 ] 18,03
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Percentiles
ALJiS Tratamiento vs No Tratamiento N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento | 6 6,04 | 31,46 | 9,26 17,54 1 21,99
CD64 CD14dimCD16+ cells ,045
No Tratamiento | 5 1,50 | 17,25 | 1,60 2,89 | 14,31
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Percentiles
AlJiS Tratamiento vs No Tratamiento N | Min. | Max. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento | 6 0,62 | 34,63 | 2,77 11,34 ] 33,09
CD64 CD14++CD16++ cells ,045
No Tratamiento | 5 0,46 4,50 1 0,50 1,10 3,37
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Para CD40 los pacientes con AlJiS en tratamiento presentaron un aumento significativo
de las células CD14++CD16++ (p 0°004), con tendencias para los monocitos totales

CD14+ (p 0°085), y el subtipo CD14+CD16- (p 0°085).

Percentiles
ALJiS Tratamiento vs No Tratamiento N | Min. | Mix. 50 Signif.
25 75
Mediana
En Tratamiento | 7 3,61 | 39,68 | 5,19 8,86 | 31,32
CD40 CD14++CD16++ cells ,004
No Tratamiento | 7 0,55 492 1 0,72 1,95 3,98
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Para MPO se objetivaron tendencias en las poblaciones de monocitos totales CD14+ (p
0°05), y del subtipo CD14+CD16- (p 0°05), asi como de las células CD14++CD16++ (p
0°05).
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5.6. Resumen de las diferencias significativas vy tendencias en los diferentes

subtipos celulares segiun marcador de superficie celulares.

Se adjuntan 3 tablas esquematicas que muestran aquellas poblaciones que han mostrado
diferencias significativas para los diferentes receptores de superficie celular, y también
para algunos de los intracelulares testados. Con fines informativos se incluyen también
aquellas poblaciones que mostrando diferencias estadisticamente significativas no
permiten extraer conclusiones en firme porque no llegan a incluir un nimero minimo de
5 casos en cada grupo, asi como aquellas poblaciones que muestran tendencias a la

significacion.

En la primera tabla (Tabla 13) se muestran las diferencias a grandes rasgos entre los
individuos sanos (adultos y nifios) versus el global de pacientes con AlJiS, también de
una manera mas restrictiva comparando sélo los nifios sanos con el global de pacientes
con AlJiS, finalmente en las dos ultimas columnas, se compara el global de pacientes
con AlJiS sintomatico versus los asintomaticos, y el de los pacientes sin tratamiento

versus el de los pacientes en tratamiento con dosis significativas de corticoides.

En la segunda tabla (Tabla 14) se resume con mds detenimiento el grupo de poblaciéon
total, comparandolo con los pacientes asintomaticos sin tratamiento, los pacientes
asintomaticos con tratamiento, los pacientes sintomaticos sin tratamiento y los pacientes

sintomaticos con tratamiento.

En la tercera tabla resumen (Tabla 15) se resumen los datos madas restringidos
comparando sélo los nifios sanos con los pacientes asintomaticos sin tratamiento, los
pacientes asintomaticos con tratamiento, los pacientes sintomaticos sin tratamiento y los

pacientes sintomaticos con tratamiento.
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Tabla 13. Significacion para diferentes receptores de superficie en poblaciones
absolutas de los diferentes subtipos celulares. Analisis inicial.

SIGNIFICACION EN Sanos vs Niiios sanos ALJiS Sintomat vs | ALJiS Tx
POBLACIONES ABSOLUTAS ALJiS vs ALJiS Asintomat vs No-Tx
Leucocitos 0°03 0°021 0°025 0°002
Granulocitos cells 0°009 0°036 0°055 0°002
Linfocitos cells 0°062

CD14+ cells 0°076 0°006
CD14+CD16- cells 0°011
CD14++CD16++ cells 0°008 0°031 0°065 0°002
Basofils cells 0°077

CD123+ DCs 0°034

CCR1 linfocitos cells 0°090

CCR1 CD14+ cells 0°005 0°017

CCR1 CD14+CD16- cells 0°028 0°03

CCR1 CD14+CD16+ cells 0°047 0°057

CCR1 CD14dimCD16+ cells 0°009 0°021

CCR1 CD14++CD16++ cells 0°079 0°09 0°01
CCR2 granulocitos cells 0°028
CCR2 linfocitos cells 0°093

CCR2 CD14+ cells 0°007
CCR2 CD14+CD16- cells 0°007
CCR2 CD14+CD16+ cells 0°002
CCR2 CD14dimCD16+ cells 0°004
CCR2 CD14++CD16++ cells 0°014
CCR4 granulocitos cells 0°087 0°034

CCR4 CD14dimCD16+ cells 0°059

CCR4 CD14++CD16++ cells 0°077 0°077
CCRS5 granulocitos cells 0°021

CCRS5 linfocitos cells 0°068

CCRS5 CD14+CD16+ cells 0°053
CCR5 CD14++CD16++ cells 0’083

CXCRI1 Granulocitos cells 0°03 0°023
CXCR1 CD14+ cells 0°059
CXCR1 CD14+CD16- cells 0°076 0’059
CXCR1 CD14+CD16+ cells 0°048

CXCR1 CD14dimCD16+ cells 0°048 0°038
CXCR1 CD14++CD16++ cells 0°076 0°059
CXCR2 Granulocitos cells 0°079 0°059 0°014
CXCR2 CD14+CD16+ cells 0’053
CXCR2 CD14dimCD16+ cells 0°053 0°028
CXCR2 CD14++CD16++ cells 0°042 0°059 0°028
CXCR4 granulocitos cells 0’088
CXCR4 CD14+ cells 0°055
CXCR4 CD14+CD16- cells 0°088
CXCR4 CD14+CD16+ cells 0’088
CXCR4 CD14dimCD16+ cells 0°055
CXCR4 CD14++CD16++ cells 0°055
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SIGNIFICACION EN Sanos vs Niiios sanos ALJiS Sintomat vs | ALJiS Tx
POBLACIONES ABSOLUTAS AlLJiS vs ALJiS Asintomat vs No-Tx
CD62-L granulocitos cells 0°015 0°016 0°045 0°045
CD62-L CD14+ cells 0°018 0°045
CD62-L CD14+CD16- cells 0°018 0°045
CD62-L CD14+CD16+ cells 0°068
CD62-L CD14dimCD16+ cells 0°006
CD62-L CD14++CD16++ cells 0°045

CD64 CD14+ cells 0°068

CD64 CD14+CD16- cells 0°045

CD64 CD14+CD16+ cells 0°045
CD64 CD14dimCD16+ cells 0°045
CD64 CD14++CD16++ cells 0°045 0°045
CDA40 granulocitos cells 0°064

CD40 CD14+ cells 0’085
CD40 CD14+CD16- cells 0’088 0’085
CD40 CD14++CD16++ cells 0°076 0°071 0°035 0°004
CD80 CD14+CD16- cells 0°063
CD86 CD14++CD16++ cells 0°05
MPO CD14+ cells 0°05
MPO CD14+CD16- cells 0°05
MPO CD14++CD16++ cells 0°05
IL-6 linfocitos cells 0’064

* en caracteres con formato en negrita: p < 0’05 y nimero superior a 5 en cada grupo
** en caracteres con formato normal: p < 0’05 y numero inferior a 5 en uno o ambos grupos
*** en caracteres con formato en azul y cursiva: 0°05 >p < 0’1
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Tabla 14. Significacion para diferentes receptores de superficie en poblaciones
absolutas de los diferentes subtipos celulares. Analisis de subtipos comparados con

el total de sujetos sanos.

SIGNIFICACION EN Total vs Total Total Total Total
POBLACIONES ABSOLUTAS | AlLJiS vs ALJiS vs ALJiS vs ALJiS vs ALJiS
Asintom Asintom Sintom Sintom
No Tx Tx No Tx Tx
Leucocitos 0°03 ,004 ,015 ,002
Granulocitos cells 0°009 ,004 ,068 ,003
Linfocitos cells 0062 ,006
CD14+ cells ,002
CD14+CD16- cells ,002
CD14++CD16++ cells 0°008 ,035 ,002
CD123+ DCs ,064
CCRI1 linfocitos cells ,090 ,034
CCR1 CD14+ cells 0°005 ,007
CCR1 CD14+CD16- cells 0°028 ,007
CCR1 CD14+CD16+ cells 0°047 ,039
CCR1 CD14dimCD16+ cells 0°009 ,039 ,017 ,024 ,024
CCR1 CD14++CD16++ cells 0°079 ,065 ,024
CCR2 granulocitos cells ,076 ,053
CCR2 CD14+ cells ,064 ,025
CCR2 CD14+CD16- cells ,064 ,025
CCR2 CD14+CD16+ cells ,047
CCR2 CD14++CD16++ cells ,025
CCR4 granulocitos cells ,064
CCR4 CD14dimCD16+ cells 0°059
CCR4 CD14++CD16++ cells ,064
CCRS5 granulocitos cells ,083
CCRS5 linfocitos cells 0°068 ,083
CCR5 CD14+CD16+ cells ,083
CCRS5 CD14++CD16++ cells ,083
CXCR1 Granulocitos cells 0°03 ,064 ,083
CXCR1 CD14+ cells ,083
CXCR1 CD14+CD16- cells 0°076 ,083
CXCR1 CDI14+CD16+ cells 0’048 ,064 ,083
CXCR1 CD14dimCD16+ cells 0’048 ,064 ,083
CXCR1 CD14++CD16++ cells 0°076 ,083
CXCR2 Granulocitos cells 0°079 ,028 ,025
CXCR2 CD14++CD16++ cells 0°042 ,076 ,025
CXCR4 CD14++CD16++ cells ,083 ,064
CD62-L granulocitos cells 0’015 ,053 ,053 ,025
CD62-L linfocitos cells ,053
CD62-L CD14+ cells ,025 ,025
CD62-L CD14+CD16- cells ,025 ,025
CD62-L CD14+CD16+ cells ,053
CD62-L CD14dimCD16+ cells ,053
CD62-L CD14++CD16++ cells ,025
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SIGNIFICACION EN Total vs Total Total Total Total
POBLACIONES ABSOLUTAS | ALJiS vs ALJiS vs ALJiS vs ALJiS vs ALJiS
Asintom Asintom Sintom Sintom
No Tx Tx No Tx Tx
CD64 granulocitos cells ,053 ,053
CD64 CD14+ cells ,025
CD64 CD14+CD16- cells ,025
CD64 CD14++CD16++ cells ,025
CD40 granulocitos cells ,079
CD40 CD14+ cells ,079
CD40 CD14+CD16- cells 0°088 ,079
CD40 CD14++CD16++ cells 0°076 ,005
CD80 CD14+CD16+ cells ,088
CD83 CD14++CD16++ cells ,046
MPO CD14+ cells ,053
MPO CD14+CD16- cells ,053
MPO CD14++CD16++ cells ,053

* en caracteres con formato en negrita: p < 0’05 y nimero superior a 5 en cada grupo
** en caracteres con formato normal: p < 0’05 y nimero inferior a 5 en uno o ambos grupos
**%* en caracteres con formato en azul y cursiva: 0°05 > p < 0’1
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Tabla 15. Significacion para diferentes receptores de superficie en poblaciones
absolutas de los diferentes subtipos celulares. Analisis de subtipos mas restringido
comparando con los nifios sanos.

SIGNIFICACION EN Niiios Niiios Niiios Niiios Niiios
POBLACIONES ABSOLUTAS sanos vs sanos sanos sanos vs sanos vs
ALJiS vs ALJiS vs ALJiS ALJiS ALJiS
Asintom Asintom Sintom Sintom
No Tx Tx No Tx Tx
Leucocitos 0°021 ,012 ,038 ,007
Granulocitos cells 0°036 ,025 ,011
Linfocitos cells ,019
CD14+ cells ,006
CD14+CD16- cells ,006
CD14++CD16++ cells 0°031 ,037 ,006
CD123+ DCs ,083
CCR1 linfocitos cells ,086
CCR1 CD14+ cells 0°017 ,045 ,028 ,086
CCR1 CD14+CD16- cells 0°03 ,028 ,086
CCR1 CDI14+CD16+ cells 0°057 ,045
CCR1 CD14dimCD16+ cells 0°021 ,068 ,086 ,050
CCR1 CD14++CD16++ cells ,027
CCR2 granulocitos cells ,083
CCR2 linfocitos cells ,083
CCR2 CD14+ cells ,083 ,050
CCR2 CD14+CD16- cells ,083 ,050
CCR2 CD14+CD16+ cells ,025 ,050
CCR2 CD14dimCD16+ cells ,053
CCR2 CD14++CD16++ cells ,050
CCR4 granulocitos cells 0°087 ,083
CCR4 CD14++CD16++ cells ,083
CXCR2 Granulocitos cells 0°059 ,025 ,050
CXCR2 CD14++CD16++ cells 0°059 ,050
CXCR4 granulocitos cells ,083
CXCR4 CD14+ cells ,083
CXCR4 CD14+CD16- cells ,083
CXCR4 CD14++CD16++ cells ,083
CD62-L granulocitos cells 0’016 ,050 ,083 ,050
CD62-L linfocitos cells ,083
CD62-L CD14+ cells ,050 ,050
CD62-L CD14+CD16- cells ,050 ,050
CD62-L CD14dimCD16+ cells ,050
CD62-L CD14++CD16++ cells ,083 ,050
CD64 granulocitos cells ,050 ,050
CD64 CD14+ cells ,050
CD64 CD14+CD16- cells ,050
CD64 CD14+CD16+ cells ,050
CD64 CD14++CD16++ cells ,083 ,050
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SIGNIFICACION EN Niiios Niiios Niiios Niiios Niiios
POBLACIONES ABSOLUTAS sanos vs sanos sanos sanos vs $anos vs
AlJiS vs ALJiS vs ALJiS ALJiS AlJiS

Asintom Asintom Sintom Sintom
No Tx Tx No Tx Tx

CDA40 granulocitos cells ,064

CD40 CD14+CD16- cells ,064

CD40 CD14++CD16++ cells 0°071 ,064 ,064 ,014

CD80 linfocitos cells ,083

CD80 CD14+CD16- cells ,083

CD80 CD14++CD16++ cells ,083 ,083

CD83 granulocitos cells ,083

CD83 CD14+CD16+ cells ,083

CD83 CD14++CD16++ cells ,083

IL-6 linfocitos cells 0°064

* en caracteres con formato en negrita: p < 0’05 y niumero superior a 5 en cada grupo

** en caracteres con formato normal: p < 0’05 y nimero inferior a 5 en uno o ambos grupos
*** en caracteres con formato en azul y cursiva: 0°05 > p < 0’1
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6. DISCUSION
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6. DISCUSION

Una de las principales limitaciones en la elaboracion de este estudio fue el niimero de
pacientes. La AlJiS es una enfermedad de baja incidencia como se ha comentado en la
introduccion, y a pesar de disponer de acceso a una de las mayores unidades de
Reumatologia Pediatrica de los Estados Unidos, es dificil poder obtener un gran numero
de muestras en un periodo de tiempo limitado. Por otra parte al subdividir a los
enfermos para su andlisis seglin si la enfermedad estaba o no activa y si el paciente
estaba o no recibiendo tratamiento se dificulta aun mas el recoger un numero
significativo de pacientes en cada subgrupo. Es por ello, y teniendo en cuenta las
salvedades oportunas, que se ha optado por comentar en la discusion los graficos
incluidos en el anexo 3, a pesar que en algunos subgrupos el numero de casos analizado

fuera reducido.
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con ALJiS

6.1.1 Analisis de las diferencias en las principales poblaciones celulares en sangre

periférica entre sujetos sanos v pacientes con ALJiS.

6.1.1.1 Las cifras de leucocitos y granulocitos estin aumentadas en los pacientes

con ALJiS.

En el andlisis de las muestras se constata como las cifras de leucocitos en los pacientes
con ALJiS son significativamente mas altas que el total de individuos sanos (grdficos 1).
Lo mismo ocurre con las cifras de granulocitos (grdfico 2). Si se analiza de manera
mas restringida se observa también al comparar el global de los pacientes con los

nifios sanos (grdficos 26 y 27).

Al analizar los pacientes sintomdticos con tratamiento (grdficos 20, 21, 39 y 40) y los
pacientes asintomdticos con tratamiento se encuentran diferencias tanto a nivel de
leucocitos como de los granulocitos (grdficos 12, 13, 34 y 35). Mientras que en los
pacientes sintomdticos sin tratamiento (tanto con el total de sanos como solo con los

niiios), solo se encuentran diferencias a nivel de los leucocitos (anexo 3 grdficos VI y

XXVIII).

La leucocitosis con un predominio de los polimorfonucleares es una de las
caracteristicas ya conocidas de la AIJiS.(15) Uno de los factores posibles es el aumento
del factor estimulador de las colonias de granulocitos (G-CSF, granulocyte colony-
stimulating factor). Recientemente se ha descrito al G-CSF como una importante
citoquina inflamatoria.(128) Asi se ha demostrado un aumento de los niveles de G-CSF
en el suero y el liquido sinovial de pacientes con AR.(129) Es mas, se ha comprobado in
vitro como la produccion de G-CSF y GM-CSF (factor estimulador de las colonias de
granulocitos y macrofagos) estd inducida en cultivos de fibroblastos de sinovial

humanos por la IL-1,(130) cuyo papel en la AlJiS ya hemos descrito previamente. Esta
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induccion por la IL-1 de la produccion de G-CSF y GM-CSF también se ha observado

en los condrocitos.(131)

El aumento de IL-6 observado en los pacientes con AlJiS(42,45) también puede jugar
un papel en el aumento de las cifras de los leucocitos, ya que se ha visto como la

expresion aumentada de IL-6 causa leucocitosis y fiebre in vivo.(132)

Por otra parte se sabe que los glucocorticoides producen un aumento de los neutréfilos
al aumentar la liberacion desde el pool marginal, prolongando su permanencia en la
circulacion periférica y reduciendo la quimiotaxis de los neutrofilos a los sitios de
inflamacion.(133) Estas diferencias en los leucocitos y granulocitos no se hallan al
comparar los pacientes con AIJiS asintomadticos sin tratamiento (en remision) tanto con

el total de individuos sanos como con €l de nifios sanos.

6.1.1.2 Las cifras de linfocitos estin aumentadas en los pacientes sintomaticos sin

tratamiento

En los pacientes sintomdticos sin tratamiento las cifras de linfocitos estan aumentadas
cuando se comparan con el total de individuos sanos y con los niiios sanos (anexo 3

grdficos VII y XXIX), a pesar de que el numero de pacientes fue reducido.

En un estudio sobre el perfil de los linfocitos circulantes en pacientes con diferentes
subtipos de AlJiS no se encontraban diferencias.(31) No obstante se han descrito
aumentos de las células B en los pacientes con AlJiS,(25,26) mientras que los datos
sobre las células T muestran en ocasiones incremento de CD8,(27,28) y otras veces

disminucién.(29,30)

Por otra parte no es extrafio que estas diferencias que encontramos no se hallen al
comparar con los pacientes sintomaticos que estan recibiendo tratamiento con
corticoides, pues se sabe que estos afectan el perfil de linfocitos en sangre
periférica.(134) La accidn de los glucocorticoides sobre el sistema inmune estd mediada
fundamentalmente a través de los linfocitos T.(135) Los linfocitos T se afectan mas que
los B, y los T helper mas que los T supressor.(136) Por otra parte la administracion de

glucocorticoides se ha implicado en la apoptosis en especial de los linfocitos T.(137)
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6.1.1.3 Las cifras de monocitos totales y el subtipo CD14+CD16- aumentan en los

enfermos sintomaticos con tratamiento.

En los pacientes sintomaticos con tratamiento las cifras de monocitos totales estan
aumentadas al comparar tanto con el total de individuos sanos como con solo los nifios

sanos (grdficos 22 y 41).

Por otra parte si analizamos los diferentes monocitos el principal subtipo, los
CD14+CD16-, presentan cifras mds altas de manera significativa en los pacientes con
ALJiS sintomdticos con tratamiento tanto con el total de sanos y también con los nifios

sanos (grdficos 23 y 42).

El aumento de las cifras de monocitos puede estar relacionado con el aumento de GM-
CSF que como hemos comentado anteriormente se ha observado en algunas
enfermedades como la AR,(129) que daria lugar a un aumento de la produccién por la

médula dsea.

A pesar de que algunos autores describen un descenso de las cifras de monocitos
circulantes de hasta el 90% dentro de las 6 primeras horas de la administracion de
corticoides,(138) otros trabajos han mostrado como con el tratamiento con corticoides
aumentan las cifras de los monocitos clasicos, CD14+CD16-, como hemos podido ver
en nuestro caso, mientras que las cifras de los monocitos pro-inflamatorios

CD14+CD16+ disminuyen.(139-141)

En nuestros pacientes sometidos a tratamiento no observamos cambios significativos en
los monocitos CD14+CD16+, lo que podria ser debido a los diferentes tratamientos, su
duracion y a las dosis del tratamiento con corticoides. Para entender el descenso de las
cifras de los monocitos CDI14+CD16+ Fingerle-Rowson se plantean varias
posibilidades, un aumento de la adherencia de los monocitos al endotelio y de aqui su
paso a los tejidos, (aunque improbable debido a que los corticoides inhiben Ia
transmigracion),(142) un incremento de la apoptosis, o bien, el bloqueo de la

diferenciacion en CD14+CD16+.(139)
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6.1.1.4 Las cifras de las células CD14++CD16 ++ aumentan en los enfermos con

ALJiS sintomaticos con tratamiento.

De interés particular es el andlisis de las células CD14++CD16++, observamos un
aumento significativo en los pacientes con ALJiS al comparar tanto el total como los
niitos (graficos 3 y 28), este aumento significativo también se observa en los pacientes
sintomdticos con tratamiento (grdficos 24 y 43), vy en los pacientes asintomaticos con

tratamiento (grdficos 14y 36), comparados con el total y el grupo de nifios sanos.

El papel que estas células pueda tener no estd claro, si bien en algunas ocasiones
expresan un perfil similar al de algunos subtipos de monocitos, en ocasiones expresan

marcadores de superficie diferenciados.

En los andlisis iniciales del estudio de los monocitos observamos este pequefio subtipo
de células que se separaban claramente del resto, marcando alto para CD14 y CDI16.
Los valores absolutos de estas células representan una poblacion muy pequefia, en
nuestros cdlculos aproximadamente de 15 a 300 por 180.000 células, lo que implicaba
en alrededor del 0°01-0°03 % del total de leucocitos en individuos sanos y de un 0°03 a
un 0’17 % del total de leucocitos en los pacientes con AlJiS. Las observaciones iniciales
se mantuvieron de manera repetida, por lo que nos planteamos descartar la posibilidad
que se tratara de una falsa poblacion celular. Para ello procedimos a considerar

diferentes posibilidades:

1.- Se descartd que se tratara de una unidn no-especifica, para evitar este problema se
habia trabajado para la preparacion de las muestras con PBS (Phosphate Buffered
Saline) conteniendo 2% de FCS (heat-inactivated Fetal Calf Serum, suero fetal bovino

inactivado por el calor).

2.- Por otra parte conforme fuimos analizando las muestras de los pacientes vimos que
estas células no puntuaban alto para todos los marcadores de superficie. No se trataba de
una tincion inespecifica ya que en tinciones con el mismo isotipo no tefiian con las

misma intensidad.
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3.- Tampoco no parecian agregados inespecificos, si no que en algunas ocasiones
marcaban niveles bajos, en otras intermedios y en otras altos, de una manera por cierto a

veces coincidente con las poblaciones de monocitos y otras no.

4.- Consideramos también la posibilidad que se tratara de una pequefia poblacion de
granulocitos que pudieran marcar alto para CD14 y CD16, pero tal como se observa en
los anexos para la seleccion de las poblaciones habiamos utilizado ventanas muy
excluyentes (“gating”), con margenes amplios en el FSC y SSC que excluian las
poblaciones de granulocitos, como se observa en las graficas que afiadimos resituando

estas c€lulas segun CD16 y CD14 para FSC y SSC (Véanse los anexos 1y 2).

Finalmente una de las preguntas que nos planteamos fue el porque no se habian
identificado previamente en otros trabajos con monocitos. La respuesta procedia de las
propias caracteristicas de estas células que eran granulares. La mayoria de estudios
publicados se habian realizado con células mononucleares de sangre periférica
(PMBCs), en el proceso de preparacion de las cudles se eliminan las células granulares,
mientras que nosotros trabajamos con sangre completa (whole blood), y sélo utilizamos
las células mononucleares en el proceso de preparacion para el estudio de citoquinas
intracelulares, no observandose por cierto poblaciones significativas de este tipo de
células en estas muestras. Es por todo lo anteriormente expuesto que pensamos que
estabamos delante de una poblacion celular diferenciada. A lo largo de la discusion

podremos ver algunas caracteristicas diferenciales de estas células.
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6.1.2 Analisis de las diferencias en los principales marcadores de superficie

celulares.

6.1.2.1 CCR1:

6.1.2.1.1 La expresion de CCR1 estd disminuida en los linfocitos de los pacientes con

ALJIS sintomdticos con tratamiento.

La expresion de CCRI en los linfocitos de los pacientes con ALJiS sintomdticos con
tratamiento estd disminuida al comparar con el total de individuos sanos a pesar que
tuvimos pocos pacientes (anexo 3 grdfico 1X), observandose tendencias también al
comparar con los nifios sanos (p 0°086) y al comparar con los sintomatico sin

tratamiento (p 0°090).

6.1.2.1.2 La expresion de CCR1 estd disminuida en los monocitos de los pacientes con

ALJiS

La expresion de CCRI en la superficie de los monocitos totales, CDI14+, de los
pacientes con ALJiS esta significativamente disminuida al compararla tanto con el
global de los sujetos sanos como solo con los nifios (grdficos 4 y 29). Estas diferencias
son consistentes y se observan también para los subtipos de monocitos, CD14+CD]16-
(graficos 5 y 30), y CDI4dimCDI16+ (grdficos 7 y 31). Para los monocitos
CD14+CD16+ solo se observan diferencias significativas comparando el total (grdfico

6), pero con los nifios se observa una tendencia (p 0°057).

Al analizar los diferentes subtipos de pacientes con ALJiS en funcion de si estan o no
sintomadticos y si siguen o no tratamiento con corticoides persisten diferencias

significativas por lo que respeta a la expresion de CCRI.

Asi en los pacientes con ALJiS asintomdticos con tratamiento la expresion de CCRI en
el total de monocitos, CDI14+, y en el subtipo mds numeroso, CD14+CD16-, también
esta disminuida respecto al total de sanos (grdficos 15 y 16) y el grupo de nifnios sanos

(grdficos 37 y 38).

121



En los pacientes con ALJiS asintomaticos sin tratamiento se observa una disminucion
significativa para el total de monocitos, CDI14+, respecto a los nifios sanos (grdfico
32). Para CDI14+CDI16+ las disminucion significativa se observa tanto comparando

con el total de sanos como solo con los niiios (grdficos 10y 33).

Lo mas consistente es que para los monocitos CD14dimCD16+ la expresion de CCRI1
esta disminuida respeto al total de sujetos sanos, en todos los subgrupos con AILJiS,
(asintomaticos sin tratamiento, asintomdticos con tratamiento, Ssintomdticos Sin
tratamiento y sintomdticos con tratamiento) (grdficos 11, 17, anexo 3 grdfico VIII y X).
Estas diferencias solo se ven al comparar los nifios sanos con el global de AlJiS
(grafico 31), pero se observan tendencias en los subgrupos, lo que sugiere que con una

muestra mayor estas diferencias posiblemente estarian también presentes.

El trafico de los leucocitos implica la activacidn secuencial y coordinada de multiples
moléculas de adhesidon y de sefial. La expresion de quimioquinas y la presencia de
receptores de quimioquinas especificos en los diferentes subtipos de leucocitos controla
de manera selectiva el reclutamiento de las células efectoras inmunes desde la

circulacion periférica.(143)

El receptor CCR1 fue clonado por primera vez en 1993.(144) Se sabe que los monocitos
humanos expresan niveles altos de CCR1 y que este ha mostrado un papel especializado
en el reclutamiento de monocitos y linfocitos T tipo Thl bajo condiciones
inflamatorias.(143) Se sabe que el lipopolisacarido causa una répida reduccion de CCR1
en los monocitos mediante la disminucién de los niveles de ARNm, lo que lleva a una

disminucién de la respuesta celular a las quimioquinas ligando-especificas.(145)

En el trabajo de Katschke y colaboradores, en un modelo de inflamacién como es la
AR, se muestra como la expresion de CCR1 en los monocitos de sangre periférica sigue
una correlacion inversa con la VSG, de manera que la expresion de CCR1 disminuye
conforme aumenta la VSG, asi mismo muestran como los sujetos sanos expresan CCR1
en un 87% de los monocitos de sangre periférica, frente a sélo un 56% de los monocitos
de sangre periférica de pacientes con AR, y en s6lo un 17% de los monocitos del liquido

sinovial de los pacientes con AR.(146) Los autores sugieren que CCR1 podria jugar un
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papel importante en el reclutamiento de los monocitos a la articulacidon inflamada.(146)
De manera similar Haringman y colaboradores muestran como en pacientes con AR el
tanto por ciento de monocitos CCRI+ en la sangre periférica estda disminuido
comparado con los sujetos normales. Al mismo tiempo describen un aumento de la
expresion de CCR1 en el tejido sinovial de estos pacientes sugiriendo una regulacion
aumentada de estos receptores y/o un acumulo de células CCR1+ en la sinovial

inflamada.(147)

Por lo que respeta a las ALJiS en estudios realizados con técnicas de microarrays se ha
visto como la expresion de CCR1 en una poblacidon seleccionada de monocitos esta
significativamente disminuida respeto a los individuos control, (datos proporcionados
por la doctora Virginia Pascual, Baylor Institute for Immunology Research, datos no

publicados).

CCR1 es el receptor para varias quimioquinas entre ellas CCL3 (o MIP-1a,
Macrophage Inflammatory Protein 1a), CCL7 (o MCP-3, Monocyte Chemoattractant
Protein 3), CCL23 (o MPIF-1, Myeloid Progenitor Inhibitory Factor-1) y CCLS5 (o
RANTES, Regulated on Activation Normal T Expressed and Secreted protein). La
disminucion de la expresion de CCRI1 en la superficie de los monocitos puede ser
debida a diferentes causas, entre ellas, la disminucion de su produccién, (sea por
inhibicion de su sintesis, o por el bloqueo a su migracién a la superficie celular y
externalizacion), o bien porque los receptores estén ocupados por quimioquinas
agonistas. En este sentido pasamos a analizar el papel de las principales quimioquinas

para las que CCR1 actia como receptor:

e CCL3 (o MIP-1a) participa en las respuestas agudas y cronicas a la inflamacion
en los sitios de lesién o inflamacion, fundamentalmente al reclutar células
proinflamatorias. En este sentido la activacion de CCR1 por CCL3 lleva entre
otros a la liberacion de Ca", el incremento de los marcadores de activacion y la
liberaciéon de mediadores pro-inflamatorios como el leucotrieno C4, acido
araquiddnico e histamina.(148) En este sentido no es sorprendente que la familia
de proteinas MIP-1 jueguen un papel clave en la patogénesis de muchas
enfermedades incluyendo el asma, la formacion de granulomas, la curacion de

heridas, artritis, esclerosis multiple, neumonia y psoriasis.(149)
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CCL7 (o MCP-3) se ha identificado como una proteina con capacidad
quimiotactica para monocitos.(150) Se trata de una de las quimioquinas mas
pluripotenciales por su habilidad para unirse al menos a 3 receptores diferentes
de quimioquinas (CCR2, CCR3, y también CCR1) y se ha implicado en los
mecanismos de homeostasis asi como en patologias como la esclerosis multiple,
cirrosis biliar, colitis ulcerosa o el asma, o en la activacion de la respuesta
inmune antitumoral.(151) En un reciente trabajo el disefio de una variante de
CCL7 con afinidades agonistas para entre otros CCR1, se ha mostrado eficaz en
inhibir la respuesta quimiotactica generada in vifro por liquido sinovial de

pacientes con AR.(152)

CCL23 (o MPIF-1 o MIP-3 o CKf8) ha mostrado su actividad quimiotactica
sobre monocitos y células dendriticas, pero mientras un trabajo mostraba que los
monocitos activados la producian,(153) otros no encontraban liberaciéon de
CCL23 al medio ante monocitos, monocitos activados o macrofagos, pero si
ante células dendriticas derivadas de los monocitos.(154) Mientras que la
mayoria de quimioquinas estan implicadas en procesos inflamatorios, algunas
como CCL23 (MPIF-1) estan implicadas en procesos de mantenimiento de la
homeostasis. Asi para Nardelli y colaboradores CCL23 participaria en la
localizacidon de las células dendriticas inmaduras en los tejidos periféricos. En
este contexto la liberacion de CCL23 podria inducir un circuito de amplificacion
y células dendriticas inmaduras serian reclutadas por quimioquinas pro-
inflamatorias a los sitios de estimulo inmune o inflamatorio. Este estimulo
causaria la maduracion de las células dendriticas y el cambio en la expresion de
los receptores de quimioquinas, (se sabe que las células dendriticas maduras
pierden la expresidon de algunos receptores, como CCR1, mientras ganan las de
otros como CCR7).(154) Por otra parte un trabajo reciente también ha mostrado
como CCL23 induce la migracién quimiotactica de células endoteliales
promoviendo la neovascularizacion via CCRI1, de hecho el tnico receptor

conocido para CCL23.(155)

CCLS5 (o RANTES) es producida por los tejidos inflamados y liberada por

plaquetas estimuladas. Participa en el stop al flujo de los monocitos en la sangre
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y su union a las células endoteliales microvasculares humanas.(143) En un
reciente trabajo Yao y colaboradores muestran como CCL5 (RANTES) juega un
papel clave en la patogénesis de la AlJ, incluyendo la forma de inicio
sistémico.(97) En su trabajo muestran como los niveles de CCLS5 estan
estadisticamente aumentados respecto a los pacientes control en el suero de las
AlJ oligoarticulares, poliarticulares y sistémicas, y también como este aumento
es también mayor en la AIJiS comparado con las formas oligoarticular y
poliarticular de una manera significativa. A pesar de que los niveles de CCL5
descendian después del tratamiento, durante la remisioén estos niveles todavia
eran significativamente mas altos en los pacientes con AlJ que en los controles.
Los autores también muestran una relacidon entre el nivel en el suero de CCL5
durante la remision y la duracién de esta remisidn clinica, asi los niveles mas
bajos se asocian a un remision clinica mas prolongada y los niveles mas altos se

asocian a una remision clinica mas corta.(97)

6.1.2.1.3 La expresion de CCRI esta aumentada en las células CDI14++CD16++ en

los pacientes sintomdticos con tratamiento.

La expresion de CCRI en las células CDI4++CDI16++ de los pacientes con ALJiS
sintomadticos con tratamiento esta aumentada de con respeto al total de individuos
sanos y a los niiios sanos a pesar que solo pudimos recoger 4 pacientes en este

subgrupo (anexo 3 grdficos XI y XXX).

CCRI1 se expresa claramente de manera diferente en las células CD14++CDI16++

comparando con los monocitos en los pacientes con AlJiS. Estas diferencias se

observan concretamente en los pacientes sintomaticos en tratamiento.

6.1.2.2 CCR2:

6.1.2.2.1 La expresion de CCR?2 estd aumentada en el total de monocitos y en especial

en el subtipo CD14+CD16- en los pacientes sintomdticos con tratamiento.
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La expresion de CCR2 en la superficie del total de monocitos, CD14+, y en el principal
subtipo, CD14+CD16-, de los pacientes con AlJiS sintomdticos con tratamiento estd
aumentada versus el total de individuos sanos (anexo 3 grdficos XII y XIII). Al mismo
tiempo se objetivaron tendencias, probablemente debido al menor numero al comparar

solo con los nifios sanos (p 0°05).

6.1.2.2.2 La expresion de CCR2 esta aumentada en CD14++CD16++ en los pacientes

sintomdticos con tratamiento.

La expresion de CCR2 en la superficie de las células CDI14++CDI16++ estd
aumentada en los individuos sintomadticos con tratamiento (anexo 3 grdfico XIV), con

tendencia a la significacion al comparar solo con los nifios sanos (p 0°05).

6.1.2.2.3 La expresion de CCR2 estd aumentada en CDI14+CD16+ en los pacientes

asintomdticos con tratamiento.

La expresion de CCR2 en la superficie de los monocitos CDI4+CDI16+ en los
pacientes asintomaticos con tratamiento estd aumentada de manera significativa tanto

con respeto al total de sujetos sanos (grdfico 18) como al comparar con los nifios

(anexo 3 grdfico XXVI).

CCR2 es el receptor para la quimioquina CCL2 (o MCP-1, Monocyte Chemotactic
Protein-1, o SCYA2, Small Inducible Cytokine A2) o MCAF (Monocyte Chemotactic
and Activating Factor). CCR2 se expresa en la superficie de los monocitos “clasicos”,
linfocitos T, células dendriticas, baséfilos y células natural killer (NK), asi como en el

tejido sinovial de los pacientes con AR.(156)

CCL2 puede atraer por tanto a estos tipos celulares, y su expresion se ha implicado en
diversos procesos caracterizados por infiltrados de células mononucleares, sugiriéndose
que puede contribuir al componente inflamatorio de enfermedades como la
ateroesclerosis, la esclerosis multiple o la AR.(157) También se ha implicado en la AlJ,
y en especial en la AlJiS asi por ejemplo De Benedetti y colaboradores muestran niveles
de CCL2 elevados de manera significativa en el suero de pacientes con AlJiS activa

comparandolos con individuos control y pacientes con AlJ oligoarticular y poliarticular.
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Ademas sefialan como los pacientes con AIJiS y sintomas sistémicos presentaban
niveles mas altos de CCL2 que aquellos pacientes con AlJiS en que los sintomas
sistémicos habian cedido.(96) Yao y colaboradores muestran también como los niveles
de CCL2 estdan aumentados significativamente en los pacientes con AlJiS activa
respecto a los individuos control sanos, y los pacientes con AlJ oligoarticular o
poliarticular. Ademads sefialan como los niveles de CCL2 en pacientes con AlJiS activa
estaban mas altos en aquellos con sintomas sistémicos con respecto a aquellos en que
los sintomas sistémicos habian cedido. Por otra parte los niveles de CCL2 se
correlacionaban con las cifras de leucocitos y los niveles de ferritina.(97) Sin embargo
hay que hacer notar que en otro trabajo De Jaeger y colaboradores sefialan que los
niveles de CCL2 no estarian tan elevados en los pacientes con AlJiS como en las formas

de AlJ poliarticular y oligoarticular.(158)

Los polimorfismos parecen influenciar, al menos en poblacion caucasica y japonesa, la
actividad transcripcional del gen CCL2 (MCP-1) ya que células obtenidas con los
polimorfismos GG o AG en la posiciéon -2518 producen mds CCL2 que aquellos
individuos con la forma AA.(159) Hwang y colaboradores han presentado una
expresion del genotipo AG mas alta en 19 pacientes con Still del adulto que en el grupo
control, y en un reciente trabajo Ozyiirek y colaboradores muestran que el genotipo AG
fue mas alto también en los pacientes con AlJiS, por lo que se plantean que los
polimorfismos en el gen para CCL2 predispondrian a los individuos a una forma de la

enfermedad mas severa.(160)

En nuestro caso al estudiar los pacientes con AIlJiS no encontramos un aumento
generalizado de la expresion de CCR2 en los monocitos. Una explicacion podria ser por
una disminucién de la expresion ante los niveles altos de CCL2 en el suero de estos
pacientes. Llama la atenciéon que se encuentre un aumento de la expresion en los
monocitos, CD14+CD16-, de los pacientes sintomaticos con tratamiento. En este
sentido un trabajo reciente puede sugerir una hipotesis al menos para algunos casos;
tradicionalmente se habia pensado que el principal mecanismo para la inmunosupresion
inducida por los corticoides (al menos en los monocitos) era por la inhibicién de la
transcripcion de genes, aunque otros mecanismos podian estar implicados, pero Ehrchen
y colaboradores muestran que los monocitos activados por los corticoides presentan un

aumento de la transcripcidon genética, incluyendo muchos mediadores antiinflamatorios.

127



Los glucocorticoides promoverian pues la supervivencia de este fenotipo
antiinflamatorio el cual se acumula especificamente en los sitios donde se desarrollan
los procesos inflamatorios debido a la mayor migracion por el estimulo
quimiotactico.(161) Esta hipotesis sobre la induccion de la expresion de CCR2 por los
corticoides apoyaria también el aumento de expresion en los monocitos intermedios,

CD14+CD16+, y en las células CD14++CD16++.

6.1.2.3 CXCRI1:

6.1.2.3.1 La expresion de CXCRI esta aumentada en los granulocitos de los

individuos con ALJiS

La expresion del receptor de superficie CXCRI en los granulocitos del global de
pacientes con ALJiS esta aumentada al comparar con el total de individuos sanos
(anexo 3 grdfico 1), aunque el grupo de sujetos sanos con el que se compararon los

pacientes fue reducido.

6.1.2.3.2 La expresion de CXCRI1 esta aumentada en los monocitos CD14+CD16+ y
CD14dimCD16+ de los individuos con ALJiS

La expresion del receptor de superficie CXCRI en los monocitos CDI14+CDI16+ y
CD14dimCD16+ del global de pacientes con ALJiS esta aumentada al comparar con el
total de individuos sanos (anexo 3 grdficos Il y Ill), aunque de nuevo hay que hacer la

salvedad que el grupo de sujetos sanos para este receptor fue limitado.

CXCRI1 es el receptor para CXCLS8 (o0 IL-8) y también para CXCL6 y CXCL1. CXCRI1
se expresa principalmente en la superficie de neutréfilos y monocitos. No hay estudios
sobre la expresion de CXCRI1 en la superficie de los monocitos en pacientes con AlJiS.
No obstante un trabajo con diferentes formas de artritis del adulto muestra como la
expresion de CXCRI1 en los monocitos de sangre periférica estd mas elevada que en los
monocitos del liquido sinovial.(162) Los autores consideran que aunque la baja
expresion de este receptor podria reflejar una diferenciacion de los monocitos hacia

macrofagos, también podria indicar que algunos de los receptores se han unido durante
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la quimiotaxis y en consecuencia se han desplazado desde la superficie celular por un
mecanismo de internalizacion inducido por la unién ligando-receptor.(162) Los autores
plantean también una posibilidad para la reducciéon de CXCR1 que también observan en
la superficie de los neutréfilos del liquido sinovial comparados con la sangre periférica,
en esta otra hipdtesis la presencia de TNF-a en el liquido sinovial llevaria a una

degradacion proteolitica de los receptores de CXCLS (IL-8).(163)

CXCLS8 se encuentra presente tanto en el liquido como en el tejido sinovial.(164,165)
Los macréfagos pueden producir y responder a CXCL8 pero esta quimioquina se
caracteriza por su habilidad para atraer a los neutrofilos,(166) por lo que se considera
una quimioquina inflamatoria, aunque también se sabe que contribuye a la
angiogénesis.(82,167) Tras la estimulacién con citoquinas pro-inflamatorias como IL-1
y el TNF-a las células aumentan la expresion de esta quimioquina. En la artritis
reumatoide se ha demostrado como los niveles de CXCLS8 estaban aumentados en las
articulaciones inflamadas con respecto a las no afectadas, indicando un posible papel en
las recaidas agudas y locales tipicas de esta enfermedad.(168) También se ha visto como
se hallaban niveles significativamente mas altos de CXCLS en el liquido sinovial que en
el plasma de los diferentes tipos de AlJ, incluyendo la AlJiS.(158) Si bien en otros
trabajos no se han hallado estas diferencias significativas para CXCLS8 en pacientes con
AlJiS,(169) ni tampoco cuando mds especificamente se compararon por separado

pacientes con AIJiS en fase activa e inactiva con controles sanos.(170)

CXCLS8 también se ha encontrado aumentada en el suero de pacientes con Still del
adulto.(171) Ademas también se ha visto que estos niveles aumentados persistian no
mostrando diferencias entre los pacientes con enfermedad activa e inactiva.(172) De
hecho CXCLS8 y el IFN-y que también se encuentra aumentado, serian para algunos
autores los marcadores mas especificos de las formas articulares cronicas del Still del
adulto.(173) Por otras parte se sabe que CXCLS, al igual que el IFN-y, son inducidos
por la IL-18,(172) que se ha implicado en diversos trabajos en la AlJiS,(57) habiéndose

incluso planteado como un marcador de actividad de la enfermedad.(174)

En nuestro trabajo llama la atencion el aumento de la expresion de CXCR1 en el subtipo
de monocitos CD14dimCD16+ de los pacientes con AlJiS, ya que algunas revisiones

plantean que este tipo de monocitos “no-clasicos”, expresarian menos CXCR1.(102)
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Hay que notar no obstante, en referencia al analisis de esta quimioquina, que analizamos
pocos sujetos sanos, por lo que no podemos valorar un andlisis en mas profundidad o

comparando con los diferentes subgrupos.

6.1.2.4 CXCR2:

6.1.2.4.1 La expresion de CXCR2 esta aumentada en los granulocitos de los

individuos con ALJiS con tratamiento

La expresion del receptor de superficie CXCR2 en los granulocitos de los pacientes con
ALJiS asintomaticos con tratamiento se encuentra aumentada de manera significativa al
compararla con el total de individuos sanos (grdfico 19), y también al comparar los
pacientes con ALJiS sintomaticos con tratamiento (anexo 3 grdfico XV). Estas
diferencias también se aprecian cuando se comparan los nifios sanos con los pacientes
con ALJiS asintomaticos con tratamiento (anexo 3 grdfico XXVII). También se observa
una tendencia (p 0°05) cuando se comparan los nifios sanos con los pacientes con ALJiS

sintomaticos con tratamiento.

6.1.2.4.2 La expresion de CXCR2 estd aumentada en las células CD14++CD16++ de

los individuos con ALJiS

La expresion de CXCR2 en las células CDI14++CDI16++ del total de individuos con
ALJiS esta aumentada de manera significativa al comparar con el total de individuos
sanos (grdfico 8). Estas diferencias persisten al comparar los pacientes con AlJiS
sintomdticos con tratamiento con el total de sanos (anexo 3 grdfico XVI), y con
tendencia al comparar solo con los nifios sanos (p 0°059), o al analizar comparando los

pacientes con ALJiS asintomaticos con tratamiento con el total de sanos (p 0°076).

CXCR2 es el receptor para multiples quimioquinas, CXCL6 (o GCP-2, por Granulocyte
Chemotactic Protein 2), pero también para CXCL8, CXCL5 (o ENA-78, por Epithelial-
Neutrophil Activating peptide), CXCL1 (o GRO-a, por Growth Related Oncogen-a., o
MGSA, por Melanocyte Growth-Stimulatory Activity o MIP-2), CXCL2 (o GRO-B),
CXCL3 (0 GRO-y) y CXCL7 (o NAP-2, por Neutrophil-activating peptide-2).
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Los monocitos en sangre periférica expresan niveles elevados de CXCR2 al comparar
con los monocitos del tejido sinovial, de manera similar a lo explicado anteriormente
para CXCRI1, pero sin llegar en este caso a ser significativo, cuando se analiza un grupo
de enfermedades con afectacion articular. Similares resultados se obtienen al comparar

los neutrdfilos de sangre periférica y del tejido sinovial.(162)

Dentro de la subfamilia de las quimioquinas CXC, las que son ELR+, (CXCLS,
CXCL6. CXCL7. CXCLI1. CXCL2 y CXCL3), interaccionan directamente con sus
receptores CXCR2 y también CXCRI1, y se considera que estdn implicadas en la
migracion y activacion de los leucocitos, y por ello juegan una papel clave en varias
enfermedades inflamatorias, como la colitis ulcerosa, la lesion post-reperfusion de
tejidos isquémicos, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica o la progresion de
tumores.(175) Las quimioquinas ELR+ reclutan los polimorfos nucleares hacia los
tejidos inflamados mediante diferentes pasos, (rodamiento (rolling), adhesion y
transmigracion), capacitando a las células para salir de la corriente sanguinea y entrar en

los tejidos periféricos.(175)

Se sabe que CXCL6 induce la quimiotaxis de los neutrofilos pero no la de los
monocitos. CXCL6 también induce la activacion de los neutrdfilos, por lo que se ha
implicado en la sepsis, el sindrome de distrés respiratorio agudo, reacciones de
hipersensibilidad, enfermedades autoinmunes y la invasibilidad por tumores que
secretan CXCL6.(176) Por lo que respecta a CXCLS se piensa que al interaccionar con
CXCR1 tendria un papel predominante en la quimiotaxis de los
polimorfonucleares,(177) mientras que al unirse a CXCL6 tendria un papel preferente

en el estimulo de la angiogénesis.(178)

Al estudiar los niveles de CXCLS8, CXCL6, CXL1 y CXCL5 en pacientes con AR,
osteoartritis, fiebre mediterranea familiar y enfermedad de Behget, se ha visto que en los
pacientes con AR presentan un aumento marcado a nivel sinovial comparado con el
resto, y que este aumento persiste tanto al comparar en los pacientes con formas activas
como inactivas.(179) El estudio de Pay y colaboradores postula que la expresion de
CXCR2 lleva a la acumulacién a largo plazo de los neutréfilos en el tejido sinovial y la

subsiguiente liberacidn por estos neutréfilos de citoquinas y quimioquinas como IL-1,
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IL-1Ra, CXCL8 y CCL3 (MIP-1) lo que tendria efectos lesivos sobre las estructuras
articulares,(180)

6.1.2.5 CD62-L

6.1.2.5.1 La expresion de CD62-L esta aumentada en los granulocitos de los pacientes

con AlJiS

La expresion de CD62-L en la superficie de los granulocitos en el total de los pacientes
con AlJiS esta aumentada de manera significativa al comparar con el total de
individuos sanos (grdfico 9) y también con el total de nifios sanos (anexo 3 grdfico
XXV). Al analizar por grupos estas diferencias persisten al comparar el total de
pacientes sanos con los individuos sintomaticos con tratamiento (anexo 3 grdfico XVII),
a pesar que el numero de pacientes es mas reducido, observandose una tendencia al
comparar el total de sanos con los pacientes sintomaticos no tratados (p 0°053) y los
asintomdticos con tratamiento (p 0°053). Se observan también tendencias al comparar
los nifios sanos con los pacientes con ALJiS sintomdticos con tratamiento (p 0°05), los
pacientes con ALJiS sintomaticos sin tratamiento (p 0°083), y pacientes con ALJiS

asintomadticos con tratamiento (p 0°05).

Interesante es de notar que no se observa ningun tipo de diferencia significativa ni
tendencia al comparar los individuos sanos con los pacientes con AlJiS asintomaticos

sin tratamiento.

6.1.2.5.2 La expresion de CD62-L esti disminuida en los monocitos totales y en el

subgrupo CD14+CD16- de los pacientes asintomdticos sin tratamiento.

La expresion de CDG62-L en la superficie de los monocitos, totales y el subgrupo
principal de los monocitos, CDI14+CD16-, en los pacientes con ALJiS asintomaticos sin
tratamiento estd disminuida al comparar con el total de individuos sanos (anexo 3
grdficos IV y V), observandose también una tendencia (p 0°05) al comparar solo con

los nifios sanos.
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6.1.2.5.3 La expresion de CD62-L estd aumentada en monocitos totales y en el

subgrupo CD14+CD16- de los pacientes sintomadticos con tratamiento.

La expresion de CDG62-L en la superficie de los monocitos, totales y el subgrupo
principal de los monocitos, CDI14+CD16-, en los pacientes con ALJiS sintomaticos con
tratamiento estd aumentada al comparar con el total de individuos sanos (anexo 3
grdficos XVIII y XIX), observandose también una tendencia (p 0°05) al comparar solo

con los nifios sanos.

6.1.2.5.4 La expresion de CD62-L estd aumentada en el subgrupo CDI14++CD16++

de los pacientes sintomdticos con tratamiento.

La expresion de CD62-L en la superficie de las células CDI14++CDI16++, en los
pacientes con ALJiS sintomdticos con tratamiento esta aumentada al comparar con el

total de individuos sanos (anexo 3 grdfico XX).

CD62-L (o L-selectin) es una glicoproteina que pertenece a la familia de las selectinas.
Las selectinas se diferencian de otras moléculas de adhesion porque mientras que estas
forman uniones proteina-proteina, las selectinas se unen a ligandos carbohidratos,
formando ligandos proteina-carbohidrato.(181) CD62-L se expresa en la superficie de
los linfocitos T y B, y su funcion se relaciona con la unién de los linfocitos al endotelio
de las vénulas de los ganglios linfaticos y la recirculacion de los linfocitos.(182) Los
monocitos y los granulocitos también expresan CD62-L lo que facilita su
marginalizacién (“rolling”) a lo largo de la pared del vaso durante una respuesta
inflamatoria.(182) En individuos sanos se calcula que entre un 40-80% de los
monocitos, 95% de los granulocitos polimorfonucleares y el 50% de los linfocitos
expresan CD62-L.(183) Los monocitos que expresan CD62-L son los clasicos,
CD14+CD16-, y en menor grado los intermedios, CD14+CD16+, no expresandose en
los CD14dimCD16+.(101)

CD62-L es rapidamente liberada de las superficies celulares con la activacion por parte

de quimioquinas y factores quimiotacticos. sCD62-L (o soluble CD62-L o soluble-L-

selectin) se encuentra presente en el plasma humano y es funcionalmente activa.(184)
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un factor para la regulacion de la migracion a los sitios de inflamacidén podria ser el

balance entre CD62-L y sCD62-L.(182)

Algunos trabajos en AR muestran que CD62-L tiene su expresion aumentada en las
células mononucleares de sangre periférica de estos pacientes si se comparan con
controles sanos, incluso se encuentra una correlacion positiva entre la expresion de
CD62-L y la actividad de la enfermedad.(185) No obstante otros trabajos muestran que
los niveles de CD62-L en granulocitos, monocitos y linfocitos son significativamente
mas bajos en los pacientes con artritis reumatoide que en los individuos sanos, lo que
los autores atribuyen a diferentes mecanismos de autorregulacion.(186) Por otra parte en
pacientes con esclerodermia sistémica se han encontrado niveles elevados de sCD62-L
con expresion disminuida de CD62-L en los linfocitos CD8 y cifras normales en los

monocitos.(187)

Algunos trabajos han mostrado niveles de sCD62L aumentados significativamente en
pacientes con lupus eritematoso sistémico activo,(188) correlaciondndose el aumento de

estos niveles con la enfermedad activa y los niveles anti-DNA.(189)

En nuestro caso hallamos un aumento de la expresion de CD62-L en los granulocitos de
los pacientes en términos globales. También hallamos un aumento de la expresion en
los monocitos de los pacientes sintomaticos con tratamiento. Este punto es de mas
dificil interpretacion, no existen trabajos sobre la accidon de los corticoides sobre la
expresion de CD62-L en los monocitos, pero se sabe que la metilprednisolona
disminuye la expresion de CD62-L en los neutrofilos circulantes, aunque también

aumenta la cifra de neutréfilos circulantes.(190)

Es de notar que al analizar los monocitos hallamos una disminucion de la expresion de
CD62-L en los monocitos clasicos, CD14+CD16-, de los pacientes asintomaticos sin
tratamiento al comparar con los individuos sanos. Es decir la expresion de CD62-L es
en estas células incluso inferior a los pacientes sanos, fenomeno que no se puede
atribuir al tratamiento, son pacientes que no estan tomando farmacos, ni a la actividad
de la enfermedad, ya que estan asintomaticos. A pesar del pequefio nimero de sujetos
estudiados cabria plantearse si este hallazgo no podria ser una caracteristica propia de

estos enfermos con AlJiS en remision.
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6.1.2.6 CD64

6.1.2.6.1 La expresion de CD64 estd aumentada en monocitos totales y en el subgrupo

CD14+CD16- de los pacientes sintomdticos con tratamiento.

La expresion del receptor de membrana CD64 en la superficie celular de los monocitos
totales y en el principal subgrupo CDI4+CDI16- de los pacientes con AlJiS
sintomdticos con tratamiento estd aumentada cuando se compara con el total de
individuos sanos (anexo 3 graficos XXI y XXII), mostrando tendencia cuando se analiza

solo comparando con el grupo de niiios sanos (p 0°005).

6.1.2.6.2 La expresion de CD64 estd aumentada en las células CD14++CD16++ de los

pacientes sintomdticos con tratamiento.

La expresion del receptor de membrana CD64 en la superficie de las células
CDI14++CDI16++ de los pacientes sintomdticos con tratamiento esta aumentada
cuando se compara con el total de individuos sanos (anexo 3 grafico XXIII), mostrando

tendencia cuando se analiza solo comparando con el grupo de nifios sanos (p 0°005).

CD64 (o FcyRlI, por Fc gamma Receptor type I), es un receptor tipo I para la fraccion
Fc de la IgG. Los receptores para la fraccion Fc de las inmunoglobulinas son
glicoproteinas de membrana y tienen un importante papel en la conexion entre la
inmunidad humoral y celular, conectando la uniéon de anticuerpos a antigenos
especificos con mecanismos efectores no especificos de las células que expresan los
receptores para la fraccion Fc.(191) Se han identificado 4 tipos de receptores Fc; FcyRI
(o CD64), FcyRIl (o CD32), FcyRIIl (o CD16), y FcyRIV.(192) Estos receptores
difieren en su afinidad para la IgG o los inmunocomplejos que contienen IgG. Asi
FcyRI se une a la IgG monomérica y se clasifica como una receptor de alta afinidad,
mientras que FcyRII y FcyRIII solo se unen a complejos inmunes multiméricos que
contienen IgG y se conocen como receptores de baja afinidad.(193) Funcionalmente a
grandes rasgos los FcyR se pueden dividir en dos grupos, los receptores activadores

(como FcyRI y FcyRlIla, FcyRIlla, FcyRIIIb) y los inhibidores (como FcyRIIb).(191)
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FcyRIV es un receptor identificado recientemente con una afinidad intermedia y una

afinidad a las subclases restringida.(194)

Los granulocitos, monocitos, macréfagos y las células NK expresan FcyR en sus
membranas plasmaticas.(193) CD64 (FcyRI) se expresa de manera similar a CD62-L en

los monocitos “clasicos”, CD14+CD16-, y en menor grado en los intermedios,

CD14+CD16+, no expresandose en los CD14dimCD16+.(101)

Hay pocos datos sobre la expresion de CD64 en los monocitos de enfermedades
reumatologicas, se sabe por ejemplo que la expresion de CD64 en los monocitos de
pacientes con lupus eritematoso sistémico esta significativamente aumentada y que este
aumento ademas se correlaciona con las concentraciones de inmunocomplejos en el
suero.(195) Otro trabajo con pacientes con artritis reumatoide muestra también un
aumento de la expresion de CD64 en los monocitos respeto a los controles y como
ademas habria una correlacion significativa entre los niveles de proteina C reactiva y las
cifras de plaquetas.(196) Sin embargo otros autores no confirman este aumento de la
expresion de CD64 en los monocitos de pacientes con artritis reumatoide, y el
incremento que observan en los pacientes con lupus eritematoso sistémico no alcanza la

significacion.(197)

Es de notar que en nuestro trabajo las diferencias se observan al comparar el grupo de
los pacientes con AIJiS sintomaticos con tratamiento, y no en otros subgrupos. Ello
podria llevar a considerar un posible papel del tratamiento en este incremento de la
expresion de CD64, no obstante algunos trabajos han mostrado como la expresion de
CD64 en los monocitos de los pacientes con artritis reumatoide se ve reducida por la
administracion de metotrexate y dosis bajas de prednisona,(196,198) al contrario de lo

que observamos en nuestro caso.

6.1.2.7 CD40

6.1.2.7.1 La expresion de CD40 estd aumentada en las células CD14++CD16++ de los

pacientes sintomdticos con tratamiento.
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La expresion de CD40 en la superficie de las células CDI4++CDI16++ de los
pacientes sintomdticos con tratamiento esta aumentada de manera significativa
respecto al total de individuos sanos y también al comparar solo con los nifios sanos
(grdficos 25 y anexo 3 grdfico XXXI), observandose tendencias al comparar el global

de pacientes con ALJiS con el total de sanos (p 0°076) y el grupo de nifios sanos (p
0°071).

CD40 es un miembro de la familia del receptor del factor de necrosis tumoral. Se trata
de una proteina transmembrana que se expresa en la superficie de las células
presentadoras de antigeno, macrofagos activados, células dendriticas, monocitos y

células dendriticas foliculares, asi como en células mesangiales y endoteliales.(199)

CD40 se une a CD154 (o CDA40L), esta unidn es clave en la activacion de varios
procesos del sistema inmune, produce las sefiales para la activacion y diferenciacion de
las células B, y la posterior de la células T, ademas la union sobre las células dendriticas
las lleva a madurar para expresar un fenotipo presentador de antigeno.(200) La
interaccion CD40-CD40L esta implicada en muchas enfermedades autoinmunes como
el lupus eritematoso sistémico,(201) artritis reumatoide,(202) esclerosis multiple(203) o

la enfermedad inflamatoria intestinal.(204)

No esté claro el significado de estos hallazgos pero podriamos suponer que estas células
CD14++C16++ mediante la expresion de receptores como CD40 podrian tener un papel

activo en la respuesta inmune.

6.1.2.8 CD83:

6.1.2.8.1 La expresion de CD83 estd aumentada en las células CD14++CD16++ de los

pacientes con ALJiS sintomadticos con tratamiento.

La expresion del receptor CDS83 sobre la superficie de las células CD14++CDI16++ en
los pacientes con ALJiS sintomdticos con tratamiento esta aumentada respecto al total
de individuos sanos (anexo 3 grdfico XXIV), observandose tendencia a la significacion

cuando se compara solo con el grupo de nifios sanos (p 0°083).
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CD83 es un receptor de la superficie celular que es expresado por los linfocitos Ty B
activados,(205) y de manera muy caracteristica por las células dendriticas activadas,
sirviendo como un marcador util para identificar estas poblaciones.(206) Se ha
observado como los monocitos CD14+ pueden diferenciarse en células dendriticas

maduras CD83+.(207)

A pesar que pocas conclusiones se pueden extraer dado que sélo obtuvimos 2 pacientes
con AlJiS sintomaticos, otros 2 estaban asintomaticos sin tratamiento, parece que la
células CD14++CD16++ que consideramos un posible subtipo de los monocitos, en los

pacientes con AlJiS exhiben cambios sugestivos de las células dendriticas.
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asintomaticos.

6.2.1 Analisis de las diferencias en las principales poblaciones celulares en sangre

periférica entre pacientes con ALJiS sintomaticos versus asintomaticos.

6.2.1.1 Las cifras de leucocitos estin aumentadas en los pacientes con AIJiS

sintomaticos respecto a los pacientes asintomaticos.

En el andlisis de las muestras se constata como las cifras de leucocitos en los pacientes
con ALJiS sintomdticos son significativamente mas altas que en los pacientes con AIJiS
asintomaticos (grdfico 44). Se observan ademads tendencias a la significacion en las
cifras de granulocitos (p 0°055) y en los monocitos totales, CD14+, (p 0°076), asi como
en el subtipo de células CD14++CDI16++ (p 0°065).

La leucocitosis con un predominio de los polimorfonucleares es una de las
caracteristicas ya conocidas de la AIJiS en sus fases activas, y este resultado no hace

mas que confirmarlo.(15)

6.2.1.2 Las cifras de células dendriticas plasmacitoides estan disminuidas en los

pacientes con ALJiS sintomaticos respecto a los pacientes asintomaticos.

Las cifras de células dendriticas plasmacitoides que marcan positivo para CD123 estan
disminuidas de manera muy marcada en los pacientes con ALJiS sintomdticos versus los

asintomaticos (anexo 3 grdfico XXXII).

A pesar de las diferencias tan importantes hay que destacar que en los subgrupos

analizados habia pocos sujetos.

El antigeno CD123 (o cadena-a del receptor para la IL-3), es una subunidad de baja
afinidad para IL-3, se asocia con CD131 (o cadena-B de la IL-3) y con la IL-5 y el
receptor para GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating factor, o factor
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estimulador de colonias de granulocitos y monocitos) para formar el receptor de alta
afinidad de IL-3. CD123 en la sangre periférica se expresa en altas concentraciones sdlo

en las células dendriticas plasmacitoides.

Las células dendriticas juegan un papel clave en la regulacion de la respuesta inmune.
Dependiendo de su estado de maduracion pueden promover o inhibir la activacion de
las células T antigeno especificas, y mediante este proceso constituyen un nexo esencial
entre las respuestas de defensa innata y adaptativa del organismo.(109) Dos subtipos
principales de células dendriticas (DC) se han descrito, las células mieloides (CD11c",
CD123dim) y las plasmacitoides (CD11c, CDl23high).(208) Las células plasmacitoides
son producidas constantemente en la médula 6sea y emigran desde ésta a los ganglios
linfaticos, los tejidos linfoides asociados a las mucosas y el bazo, los estudios cinéticos
muestran que en ratones estas células tienen un recambio medio de unas 2
semanas.(209) La células plasmacitoides comprenden menos del 0°3% de todas las
c¢lulas mononucleares circulantes y secretan grandes cantidades de interferén tipo I en
respuesta a la estimulacion por agentes infecciosos como el virus del herpes o el de la

gripe.(210)

Se ha sugerido que las células dendriticas podrian jugar un papel en la iniciacion y
perpetuacion de la artritis inflamatoria mediante la presentacion de antigenos
artritogénicos a células T autorreactivas.(211) Por otra parte la infiltracion de la sinovial
por las células dendriticas se ha descrito en la AR en fases precoces.(212) En un
reciente trabajo se muestra como las células dendriticas plasmacitoides estan
significativamente disminuidas en la sangre periférica de pacientes con Artritis
Reumatoide y Artritis Psoridtica, tanto en valores absolutos como en tantos por ciento
de los leucocitos circulantes.(210) En este mismo trabajo los autores se plantean si este
descenso en las artritis inflamatorias est4 relacionado con un aumento de la migracion al
compartimiento sinovial o con una reduccidn de la liberacidon desde la médula dsea, de
hecho describen como las células plasmacitoides, pese a haber migrado al liquido
sinovial, expresan un patrén de inmadurez similar al de las células plasmacitoides
circulantes.(210) Esta reduccion de las células plasmacitoides circulantes también se ha

observado en el LES y en la hepatitis autoinmune crénica.(213,214)
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Hay pocos trabajos que analicen el papel de las células dendriticas en el tejido sinovial
de los pacientes con AlJ. Varsani y colaboradores muestran la infiltracion por células
dendriticas en la sinovial de pacientes con AlJ oligoarticular y poliarticular.(215) Sin
embargo en un reciente trabajo Gattorno y colaboradores muestran como las células
plasmacitoides estan implicadas en la iniciacién, mantenimiento y regulacion de la

respuesta inflamatoria en la A1J.(216)

Cabria considerar la posibilidad que el descenso en el numero de células plasmacitoides
en los pacientes con AlJiS sintomaticos estuviera sesgado por el tratamiento con
corticoides, de hecho se sabe que los corticoides reducen las células plasmacitoides en
sangre periférica,(217) pero curiosamente cuando procedimos a analizar las diferencias
entre los pacientes con AlJiS tratados y no tratados estas diferencias solo se observaron
en tendencia. Otra posibilidad podria ser que este descenso fuera un reflejo de una
regulacion cruzada, en este sentido Palucka y colaboradores han mostrado como el TNF
regula la produccion de IFN-a inhibiendo la generacion de células dendriticas

plasmacitoides.(218)
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6.2.2 Analisis de las diferencias en los principales marcadores de superficie celular

entre pacientes con AILJiS sintomaticos versus asintomaticos

6.2.2.1 CCR4

6.2.2.1.1 La expresion de CCR4 estd aumentada en los granulocitos de los pacientes

con ALJiS sintomadticos respecto a los pacientes asintomadticos.

La expresion de CCR4 en la superficie de los granulocitos de los pacientes con ALJiS
sintomaticos esta aumentada respecto a la de los pacientes con ALJiS asintomdticos

(anexo 3 grdfico XXXIII).

CCR4 es el receptor de alta afinidad para CCL17 (o TARC, Thymus and Activation-
Regulated Chemokine), CCL22 (o MDC, o Macrophage Derived Chemokine), y CCLS
(RANTES). Se trata de un receptor que predominantemente se expresa en timocitos,
células natural killer y células T, en especial en las células T helper 2 (Th2), y en menor
grado en otras células. La expresion de CCR4 en los granulocitos neutrofilos estd

documentada,(219) aunque su funcion en estas células no esta clara.

Un aumento de los niveles de CCL17 circulante se ha descrito en pacientes con asma
bronquial y dermatitis atdpica, asi como en el plasma de enfermos con LES no tratado
comparado con individuos sanos y en LES no tratado comparado con individuos con
LES en tratamiento.(220) Por otra parte se ha visto un aumento de la expresion de
CCL22 (0o MDC) en los macréfagos y células dendriticas, induciendo ademas CCL22 la
quimiotaxis de células dendriticas derivadas de monocitos, células T activadas y células

NK.(221)

Se ha documentado el acumulo de células T CD4+ que expresan CCR4 en el liquido
sinovial de pacientes con los diferentes tipos de AlJ, acimulo que no se halla en las
muestras de pacientes con AR.(222) En el mismo trabajo se muestra que los niveles de
CCL17 estan aumentados en casi todas las muestras de liquido sinovial y sangre

periférica de los pacientes con AlJ, pero no en el liquido sinovial de los pacientes con
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AR o en el plasma normal, lo que en opinion de los autores sugeriria que las células T

CCR4+ jugarian un papel en la AlJ.(222)

Utilizando la nueva tecnologia del inmunoensayo multiplex De Jager y colaboradores
muestran un aumento, entre otras citoquinas, de CCL22 en el plasma de pacientes con
AlJ, independientemente de su subtipo, comparados con los controles.(158) En este
mismo trabajo al analizar el liquido sinovial en los diferentes subtipos de AlJ los
autores muestran como mientras los niveles de CCL22 aumentan en el liquido sinovial

de los pacientes con AlJ oligoarticular y poliarticular, no lo hacen en la A1JiS.(158)

En el analisis de las diferencias para CCR4 hay que tener en cuenta que sélo obtuvimos
muestras de 3 sujetos sanos, 4 pacientes con AIJiS asintomaticos, y 3 con AIJiS
sintomaticos, por lo que no nos atrevemos a extraer conclusiones. No obstante llama la

atencion el aumento de la expresion de CCR4 en los granulocitos.

6.2.2.2 CCRS

6.2.2.2.1 La expresion de CCRS5 estd aumentada en los granulocitos de los pacientes

con ALJiS sintomadticos respecto a los pacientes asintomadticos.

La expresion de CCR5 en la superficie de los granulocitos de los pacientes con ALJiS
sintomaticos esta aumentada respecto a los pacientes con ALJiS asintomdticos (anexo 3

grafico XXXIV).

CCRS5 es un receptor para CCL3 (MIP-1a, o Macrophage-Inflammatory Protein-1a),
CCL4 (MIP-1B), CCL5 (RANTES) y CCL8 (MCP-2), y se expresa en células T de

memoria, especialmente del tipo TH1, macréfagos, células dendriticas y microglia.

Se ha visto un aumento de la expresion de los receptores de quimioquinas CCRS y
CXCR3 en los linfocitos T del liquido sinovial de pacientes con AlJ oligoarticular y
poliarticular.(95,222) Es mas los ARNm de CCL3 y CCLS, ligandos ambos de CCRS,
han sido detectados a altas concentraciones en muestras de tejido sinovial de AlJ

comparadas con otras sinoviales control de procesos no-autoinmunes.(95)
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En un estudio con diferentes formas de artritis de la rodilla se document6 la expresion
de los diferentes tipos de leucocitos tanto en sangre periférica como en liquido sinovial.
En este trabajo la expresion de CCRS en los monocitos de sangre periférica era mucho
mas alta que en los monocitos de la sinovial (87% versus el 21%). En cambio mientras
que la expresion de CCRS5 en los linfocitos T CD4+ y CD8+ era alta en el liquido
sinovial (88% y 93%), en la sangre periférica solo una minoria de células T expresaban
CCRS. Ademas en este mismo trabajo no se encontrd expresion para CCRS en los

granulocitos neutrdfilos ni en la sangre periférica ni en el liquido sinovial.(162)

El reclutamiento de los neutréfilos a los sitios de inflamacion es un proceso complejo
orquestado por diferentes tipos celulares, quimioatrayentes y citoquinas, que crean un
clima favorable para la migracion y activacion. Los neutrdfilos a su vez pueden
amplificar el proceso inflamatorio por su capacidad para liberar diferentes citoquinas y
quimioquinas, en este sentido los neutrdfilos pueden secretar CCL3.(223) Pues bien,
recientemente Ottonello y colaboradores han confirmado por 3 métodos diferentes la
expresion de CCRS en neutrdfilos frescos recién aislados.(224) En su trabajo estos
autores plantean la hipotesis que los neutrofilos inicializados por GM-CSF, que se ha
demostrado aumentado en tejidos inflamados como la sinovial de la AR,(225) activan la

expresion de CCRS y secretan CCL3.(224)

De nuevo es dificil extraer conclusiones dado el poco numero de casos estudiados para
CCRS5, como hemos visto apenas hay trabajos sobre la expresion de CCRS sobre los
granulocitos, aunque cabe considerar que este aumento de CCRS en los granulocitos de
los pacientes sintomaticos es una muestra de la activacion de estas células en los

pacientes con AlJiS sintomaticos.

6.2.2.2 CD62-L

6.2.2.2.1 La expresion de CD62-L esta aumentada en los granulocitos de los pacientes

con ALJiS sintomadticos respecto a los pacientes asintomadticos.
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La expresion de CD62-L en la superficie de los granulocitos de los pacientes con ALJiS
sintomaticos estd aumentada de manera significativa respecto a los pacientes con ALJiS

asintomaticos (grafico 45).

Esto estd en consonancia con el hecho que la expresiéon de CD62-L en la superficie de
los granulocitos estd también aumentada de manera significativa al comparar el total de
los pacientes con AlJiS con el total de individuos sanos (grafico 14) y también con el
total de nifios sanos (grafico 58). De hecho previamente hemos mostrado como no se
observa ningun tipo de diferencia significativa ni tendencia al comparar los individuos

sanos con los pacientes con AlJiS asintomaticos sin tratamiento.

6.2.2.2.2 La expresion de CD62-L esta aumentada en los monocitos totales y en el
subgrupo CDI14+CD16- de los pacientes con AlLJiS sintomdticos respecto a los

pacientes asintomdticos

La expresion de CD62-L en la superficie de los monocitos totales (CDI14+) y en su
principal subgrupo (CDI14+CD16-) de los pacientes con AlJiS sintomdticos estda
aumentada de manera significativa versus los pacientes asintomdticos (grdficos 46 y

47).

Curiosamente al comparar los pacientes asintomdticos sin tratamiento con los
individuos sanos observamos que los pacientes asintomdticos sin tratamiento

presentaban niveles significativamente mas bajos que los individuos sanos (graficos 17

y 18).

6.2.2.2.3 La expresion de CD62-L estd aumentada en las células CD14++CD16++ en

los pacientes con AlJiS sintomadticos respecto a los pacientes asintomdticos.

La expresion de CD62-L en la superficie de las células CDI14++CDI16++ de los
pacientes con ALJiS sintomdticos estd aumentada de manera significativa respecto a los

pacientes asintomdticos (grdfico 48).

Como anteriormente habiamos comentado CD62-L. se expresa en la superficie de los

granulocitos, pero también en la de los monocitos preferentemente en los monocitos
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clasicos, CD14+CD16-.(101,183) Pese que no hay literatura al respecto en la AlJiS, y
que los trabajos en AR no son concluyentes, estos resultados sugieren que la expresion
aumentada en los granulocitos y monocitos de sangre periférica podria ser una
expresion de la actividad de la enfermedad, como se habia propuesto en otras

enfermedades como la AR.(185)

6.2.2.3 CD64

6.2.2.3.1 La expresion de CD64 estd aumentada en los monocitos CD14+CD16- en los

pacientes con ALJiS sintomadticos respecto a los pacientes asintomadticos.

La expresion de CD64 en la superficie de los monocitos clasicos, CD14+CD16-, en los
pacientes con AlJiS sintomaticos estd aumentada de manera significativa versus los
pacientes con ALJiS asintomdticos (grdfico 49), mostrando tendencia al analizar el

conjunto de todos los monocitos (p 0°068).

6.2.2.3.2 La expresion de CD64 estd aumentada en las células CD14++CD16++ en

los pacientes con AlJiS sintomadticos respecto a los pacientes asintomadticos.

La expresion de CD64 en la superficie de las células CDI4++CDI6++ en los
pacientes con AlJiS sintomadticos estd aumentada de manera significativa versus los

pacientes con ALJiS asintomaticos (grdfico 50).

CD64 (o FcyRI) se expresa de manera similar a CD62-L en los monocitos “cldsicos”,
CD14+CD16-, y en menor grado en los intermedios, CD14+CD16+, no expresandose
en los CD14dimCD16+(101) Como comentamos anteriormente hay pocos datos sobre
la expresion de CD64 en las enfermedades reumatologicas, no obstante estos datos,
como los anteriormente expuestos al comparar los pacientes en sus diferentes subgrupos
con individuos sanos parecen sugerir de manera paralela a CD62-L que un aumento de
la expresion de CD64 en la superficie de los monocitos de los pacientes con AlJiS seria
una expresion de la actividad de la enfermedad, de manera similar a lo que algunos

autores describen en el LES o en la AR.(195,196)
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6.2.2.4 CD40

6.2.2.4.1 La expresion de CD40 esta aumentada en las células CDI14++CD16++ en

los pacientes con ALJiS sintomdticos respecto a los asintomadticos.

La expresion de la proteina transmembrana CD40 sobre la superficie de las células
CDI14++CDI16++ en los pacientes con ALJiS sintomdticos esta significativamente

aumentada respecto a los pacientes asintomadticos (grafico 51).

CDA40 se expresa en la superficie de las células presentadoras de antigeno, macrdéfagos
activados, células dendriticas, monocitos y células dendriticas foliculares, asi como en
células mesangiales y endoteliales.(199) Su uniéon a CD154 (o CD40L) es clave en la
activacion de varios procesos del sistema inmune. En la AR se ha visto como la unioén
de CD40 y CD154 (CD40L) activa diferentes vias en las células sinoviales CD14+ de
estos pacientes produciendo TNFa, IL-1a e IL-1B que a su vez amplifican la respuesta

inflamatoria al estimular a los sinoviocitos FLS (Fibroblast-like Synoviocytes).(226)
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no tratados.

Al analizar estos dos grupos hay que hacer una observacion. En el grupo de los
pacientes con AlJiS sin tratamiento, se incluyen tanto pacientes con AlJiS que no llevan
tratamiento porque estan en remision, como los pacientes que se presentan con un
nuevo brote y que se analizaron previamente al inicio del tratamiento. Los resultados
con mas detenimiento al comparar los individuos sanos con estos subgrupos se han
discutido anteriormente. No obstante el analisis de las diferencias que a continuacion se
hace creemos puede tener su valor en intentar identificar caracteristicas diferenciales

entre ambos grupos.

6.3.1 Analisis de las diferencias en las principales poblaciones celulares en sangre

periférica entre pacientes con ALJiS en tratamiento versus los no tratados.

6.3.1.1 Las cifras de leucocitos y granulocitos estin aumentadas en los pacientes

con ALJiS en tratamiento respecto a los pacientes sin tratamiento.

Las cifras de leucocitos y granulocitos en los pacientes con ALJiS en tratamiento estan
aumentadas de manera significativa al comparar con los pacientes con ALJiS sin

tratamiento (grdficos 52 y 53).

A pesar que la leucocitosis con un predominio de los polimorfonucleares es una de las
caracteristicas de la AIJiS en sus fases activas,(15) es posible que en algunos pacientes
el tratamiento con corticoides haya podido contribuir. En este sentido estd documentado
el papel de los glucocorticoides sobre los neutréfilos al aumentar la liberacion desde el
pool marginal, prolongando su permanencia en la circulacion periférica y reduciendo la

quimiotaxis de los neutrofilos a los sitios de inflamacion.(133)

6.3.1.2 Las cifras de monocitos totales y el subtipo principal CD14+CD16- estan
aumentadas en los pacientes con ALJiS en tratamiento respecto a los pacientes sin

tratamiento.
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Las cifras de monocitos totales, CD14+, y el subtipo principal, CD14+CD16- en los
pacientes con ALJiS en tratamiento estan aumentadas de manera significativa respecto

a los pacientes con ALJiS sin tratamiento (graficos 54y 55).

Es posible que estos resultados puedan verse influenciados por los tratamientos de estos
pacientes. En este sentido como se ha comentado anteriormente algunos trabajos
muestran como el tratamiento con corticoides aumenta las cifras de monocitos clasicos,
CD14+CD16-, mientras que hacen disminuir las cifras de los monocitos pro-

inflamatorios CD14+CD16+.(139-141)

6.3.1.3 Las cifras de las células CD14++CD16++ estan aumentadas en los pacientes

con AIJiS en tratamiento respecto a los pacientes sin tratamiento.

Las cifras de células CD14++CD16++ en los pacientes con ALJiS en tratamiento estan
aumentadas de manera significativa al comparar con los pacientes con ALJiS sin

tratamiento (grafico 56).

Las diferencias que observamos en las células CD14++CD16++ podrian ser explicadas
de manera similar a lo que observamos en los monocitos clasicos. Sobre todo si como
parece observarse en este trabajo estas células no serian mas que un subtipo de

monocitos.
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6.3.2 Analisis de las diferencias en los principales marcadores de superficie celular

entre pacientes con AILJiS en tratamiento versus los no tratados.

6.3.2.1 CCR1

6.3.2.1.1 La expresion de CCRI1 estdi aumentada en las células CD14++CD16++ de

los pacientes con ALJiS en tratamiento versus los pacientes sin tratamiento.

La expresion de CCRI en la superficie de las células CDI14++CDI16++ de los
pacientes con ALJiS en tratamiento esta aumentada de manera significativa con

respecto a los pacientes con ALJiS sin tratamiento (grdfico 57).

Al analizar las diferencias en sangre periférica observamos como los niveles de CCR1
en los monocitos y sus poblaciones eran inferiores en lineas generales en los subgrupos
de los pacientes con AIJiS comparados con los sujetos sanos (véase el apartado
6.1.2.1.2) Sin embargo observamos que las células CD14++CD16++ presentan un
aumento en los pacientes con AlJiS en tratamiento versus los no tratados, de manera
similar a lo que observamos para este tipo de células en los pacientes sintomdticos con
tratamiento frente a los individuos sanos (véase el apartado 6.1.2.1.3). Podria suponerse
que el aumento de la expresion de CCRI1 en la superficie de estas células
CD14++CD16++ de los pacientes con AIJiS en tratamiento seria un reflejo del
tratamiento. En este sentido podria ser que se frenase la deplecion de las células que
marcan para CCR1, o se disminuyera la pérdida de la expresion de CCR1 debida a la

inhibicion de la sintesis.(146)

6.3.2.2 CCR2

6.3.2.2.1 La expresion de CCR2 estd aumentada en los granulocitos de los pacientes

con ALJiS en tratamiento versus los pacientes sin tratamiento.
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La expresion de CCR2 en la superficie de los granulocitos de los pacientes con ALJiS en
tratamiento esta aumentada de manera significativa respecto a los pacientes con ALJiS

sin tratamiento (grdfico 58).

Hay pocos trabajos sobre la expresion de las quimioquinas en los neutrofilos, y en
especial de CCR2. Se ha visto como los neutréfilos de la médula 6sea en un modelo
murino expresan CCR2 funcional durante la diferenciacion mediada por G-CSF
(Granulocyte Colony-Stimulating Factor), maduracion o activacion y que pueden ser
atraidos con CCL2 (o MCP-1).(227) De hecho en un trabajo previo se habia visto como
CCL2 podia inducir la quimiotaxis de los neutrofilos en ratas que habian sido
inmunizadas, mientras que esta respuesta no se observaba en ratas naive. Esto llevaba a
los autores a especular que la inmunizacion habia llevado a un estado pre-inflamatorio
que produciria G-CSF, que a su vez estimularia a los neutréfilos maduros o inmaduros a
expresar CCR2, el cual estaria disponible para ligarse a CCL2. En este sentido otro
trabajo muestra como la expresion de CCR2 esta aumentada en los neutrdfilos de raton

durante la sepsis.(228)

De manera similar a los que habiamos comentado para CCRS5, se sabe que G-CSF tiene
un papel clave en la direccion de la inflamacion en las articulaciones(229) y es posible
que en los pacientes mas afectados esto lleve a un aumento de la expresion de CCR2 en

los granulocitos.

6.3.2.2.2 La expresion de CCR?2 esta aumentada en los monocitos totales y en los
subtipos CD14+CD16-, CD14+CD16+, CD14dimCD16+ de los pacientes con AlJiS

en tratamiento versus los pacientes sin tratamiento.

La expresion de CCR2 en la superficie de los monocitos totales y en los subtipos
CDI14+CDI16-, CDI14+CDI16+, CDI14dimCDI16+ de los pacientes con ALJiS en
tratamiento estd aumentada de manera significativa respecto a los pacientes sin

tratamiento (grdficos 59, 60, 61y 62).

6.3.2.2.3 La expresion de CCR2 estd aumentada en las células CD14++CD16++ de

los pacientes con ALJiS en tratamiento versus los pacientes sin tratamiento.
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La expresion de CCR2 en la superficie de las células CDI14++CDI16++ de los
pacientes con ALJiS en tratamiento esta aumentada de manera significativa respecto a

los pacientes sin tratamiento (grdfico 63).

Previamente hemos descrito el aumento que observamos en la expresion de CCR2 en
diferentes subtipos de monocitos en los pacientes con AlJiS en tratamiento, tanto

sintomadticos como asintomaticos (véase 6.1.2.2.1y 6.1.2.2.3)

CCR2 es el receptor para la quimioquina CCL2 (o MCP-1). CCL2 juega un papel
importante en la atraccion de los monocitos a los sitios de inflamacion.(157) En varios

trabajos se han documentado niveles altos de CCL2 en los pacientes con AlJiS.(96,97)

En nuestro estudio y como hemos comentado con anterioridad al comparar a los
pacientes con AlJiS con los individuos sanos no encontramos un aumento generalizado
de la expresion de CCR2 en los monocitos. En cambio al separar los pacientes en
funcién de si reciben o no tratamiento vemos que aquellos en tratamiento presentan
niveles significativamente mas altos de CCR2. Diferentes trabajos han mostrado que el
tratamiento con corticoides disminuye la produccion de CCL2, por diferentes
mecanismos, tanto en modelos como la AR,(230) como en otros modelos inflamatorios

como la ateroesclerosis(231) o en procesos inmunes e inflamatorios del sistema

nervioso central (SNC).(232)

6.3.2.3 CXCR1

6.3.2.3.1 La expresion de CXCRI1 estd aumentada en los granulocitos de pacientes

con ALJiS en tratamiento versus los pacientes sin tratamiento.

La expresion del receptor de superficie CXCRI en la superficie de los granulocitos de
los pacientes con ALJiS en tratamiento esta aumentada versus los pacientes sin

tratamiento (anexo 3 grdfico XXXV).

6.3.2.3.2 La expresion de CXCRI1 estda aumentada en los monocitos CD14dimCD16+

de los pacientes con ALJiS en tratamiento versus los pacientes sin tratamiento.
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La expresion del receptor de superficie CXCRI en la superficie de los monocitos
CD14dimCD16+ de los pacientes con ALJiS en tratamiento esta aumentada versus los
pacientes sin tratamiento (anexo 3 grdfico XXXVI). Ademas se observan tendencias a la
significacion en el total de los monocitos, CDI14+, (p 0°059), en el subtipo principal,
CDI14+CD16- (p 0°059) y en las células CD14++CD16++ (p 0°059).

CXCRI es el receptor para CXCLS8 (o IL-8) y también para CXCL6 y CXCL1. CXCR1

se expresa principalmente en la superficie de neutréfilos y monocitos.

Previamente hemos descrito como la expresion de CXCRI1 estaba aumentada en los
granulocitos y en algunos subtipos de los monocitos en los pacientes con AlJiS al
compararlos con los individuos sanos (véase 6.1.2.3.1 y 6.1.2.3.2), y eso a pesar que
solo se pudieron comparar los dos grupos principales, ya que se realizaron pocos
estudios con CXCRI1 en individuos sanos. No obstante los resultados obtenidos y los
que observamos al analizar los pacientes con AlJiS con tratamiento versus los no
tratados sugieren un papel de esta quimioquina. En este sentido vemos de nuevo que la
significacion es sobre todo para el tipo de monocitos CD14dimCD16+, precisamente un

subtipo de monocitos que tedricamente expresan menos CXCR1.(102)

CXCRI1 es junto con CXCR2 uno de los receptores para CXCL8 (o IL-8), que algunos
trabajos muestran aumentada en el suero de los pacientes con Still del adulto,(171-173)
y que es inducida por la IL-18(172) que se ha implicado en la patogenia de la AILiS y

como marcador de actividad de esta.(174)

No parece posible que este aumento de la expresion de CXCR1 en los pacientes con
AlJiS al comparar con los individuos sanos, y al comparar los pacientes con AlJiS con
los pacientes con AlJiS sin tratamiento sea un reflejo de la actividad de la enfermedad,
ya que no se observaron diferencias al comparar el total de individuos sanos con los
pacientes con AlJiS sintomaticos sin tratamiento (aunque en este grupo para CXCRI

solo se analizaron dos casos).

Se ha demostrado que un corticoide como la dexametasona aumenta la expresion de

CXCR4 en sangre periférica de las células mononucleares. Aunque en este mismo
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trabajo no se muestra un aumento significativo para CXCR1, otra de las quimioquinas o
(CXC), esto puede ser a que no se analizan los diferentes tipos celulares, ni tampoco las

diferencias entre los diferentes subtipos de monocitos.(233)

Otra posibilidad es que las diferencias observadas sean debidas al tratamiento. Se sabe
que por ejemplo la dexametasona inhibe la sintesis de CXCL8,(234) y esto podria llevar
a una mayor observacidn de la expresion de su receptor CXCRI en algunos subtipos

celulares.

6.3.2.4 CXCR2

6.3.2.4.1 La expresion de CXCR?2 estda aumentada en los granulocitos de los pacientes

con ALJiS en tratamiento versus los pacientes sin tratamiento.

La expresion del receptor de superficie CXCR2 en la superficie de los granulocitos en
los pacientes con ALJiS en tratamiento estd aumentada de manera significativa versus

los pacientes sin tratamiento (grdfico 64).

6.3.2.4.2 La expresion de CXCR?2 esta aumentada en los monocitos CD14dimCD16+

de los pacientes con ALJiS en tratamiento versus los pacientes sin tratamiento.

La expresion del receptor de superficie CXCR2 en la superficie de los monocitos
CD14dimCD16+ en los pacientes con ALJiS en tratamiento estd aumentada de manera

significativa versus los pacientes sin tratamiento (grafico 65).

6.3.2.4.3 La expresion de CXCR2 estda aumentada en las células CD14++CD16++ de

los pacientes con ALJiS en tratamiento versus los pacientes sin tratamiento.
La expresion del receptor de superficie CXCR2 en la superficie de los monocitos

CD14++CD16++ en los pacientes con ALJiS en tratamiento esta aumentada de manera

significativa versus los pacientes sin tratamiento (grdfico 66).
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Previamente habiamos visto también como la expresion de CXCR2 en los granulocitos
de los pacientes con AlJiS en tratamiento (sintomaticos o no) era superior a la de los
individuos sanos (véase 6.1.2.4.1). Aunque no podemos sacar conclusiones dado el
pequefio tamafio de los subgrupos que analizamos en general podemos ver como no se
hallaban diferencias significativas entre los individuos sanos y los pacientes sin
tratamiento, independientemente de si estaban en remision (AlJiS asintomadticos sin
tratamiento, 3 casos) o acudian por un brote nuevo de su enfermedad (AIJiS
sintomadticos sin tratamiento, 3 casos). Estos hallazgos nos obligan a considerar que las
diferencias halladas al comparar los pacientes con AlJiS con tratamiento versus los no
tratados no estarian tan relacionadas con la enfermedad como con los farmacos que

estan recibiendo estos pacientes.

CXCR2 es el receptor para multiples quimioquinas, CXCL6 (o GCP-2), CXCLS5 (o
ENA-78), CXCLI1 (0o GRO-a 0 MGSA o MIP-2), CXCL2 (o GRO-B), CXCL3 (o GRO-
v), CXCL7 (o NAP-2), y también CXCL8 (o IL-8). Dado que CXCR2 es junto con
CXCRI1 un receptor para CXCLS8, parte de lo comentado para CXCRI1, y el posible
papel que jugaria CXCLS al unirse a este receptor podria ser aplicado en este caso. De
hecho esto podria explicar las similitudes que existen entre ambos receptores de

quimioquinas.

6.3.2.5 CD62-L

6.3.2.5.1 La expresion de CD62-L esta aumentada en los granulocitos de los pacientes

con AlJiS en tratamiento versus los pacientes sin tratamiento.

La expresion de CD62-L en la superficie de los granulocitos de los pacientes con ALJiS
en tratamiento estd aumentada de manera significativa respecto a los pacientes con

ALJiS sin tratamiento (grdfico 67).

Como en anteriores apartados hemos analizado (véase 6.1.2.5.1 y 6.2.2.2.1) destaca el
aumento de la expresion de CD62-L en los granulocitos de los pacientes en tratamiento.
Destacamos que este aumento significativo de la expresion de CD62-L, no se observa al

comparar los individuos sanos con los pacientes con AIJiS asintomaticos sin
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tratamiento, por lo que parece que estos pacientes que han entrado en remision
manifestarian, al menos por lo que respeta a la expresion de CD62-L sobre los

granulocitos, un perfil similar al de los individuos sanos.

6.3.2.5.2 La expresion de CD62-L estd aumentada en el total de los monocitos, y en
los subtipos CDI14+CD16- y CDI14dimCDI16+ de los pacientes con AlJiS en

tratamiento versus los pacientes sin tratamiento.

La expresion de CD62-L en la superficie de los monocitos totales, CDI14+, y en los
subtipos CD14+CDI16- y CDI14dimCD16+ de los pacientes con AlJiS en tratamiento
esta aumentada de manera significativa respecto a los pacientes con AlJ sin
tratamiento (grdficos 68, 69 y 70), presentando tendencia a la significacion en el

subtipo de monocitos, CD14+CD16+ (p 0°068)

Como anteriormente habiamos comentado se calcula que en individuos sanos un 40-
80% de los monocitos, 95% de los granulocitos polimorfonucleares y el 50% de los
linfocitos expresan CD62-L.(183) Los monocitos que expresan CD62-L son los
clasicos, CD14+CD16-, y en menor grado los intermedios, CD14+CDI16+, no
expresandose en los CD14dimCD16+.(101)

De manera similar a lo observado con los granulocitos, CD62-L en los monocitos se
expresa de manera significativamente menor en los pacientes con AlJiS sin tratamiento.
Curiosamente no obstante, cuando previamente habiamos analizado sélo el subgrupo de
asintomaticos no tratados, estos incluso presentaban diferencias significativas mas bajas
que los individuos sanos (véase 6.1.2.5.2). Este punto marca una diferencia con lo que
observamos en la expresion de CD62-L en los granulocitos, en los que los pacientes
asintomaticos sin tratamiento no presentaban diferencias con los sujetos sanos, mientras
en el caso de CD62-L en los monocitos, los pacientes con AIJiS sin tratamiento

expresan niveles mas bajos que incluso los individuos sanos.

Es de destacar también que hallemos diferencias en la expresion de CD62-L en los
monocitos que expresan CD16+ que cladsicamente lo expresan en menores cantidades, 1o
que podriamos atribuir a la actividad de la propia enfermedad o al tratamiento que estan

recibiendo los pacientes.
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6.3.2.6 CD64

6.3.2.6.1 La expresion de CD64 esti aumentada en los monocitos CDI14+CD16+ y
CD14dimCD16+ de los pacientes con ALJiS en tratamiento versus los pacientes sin

tratamiento.

La expresion de CD64 en la superficie de los monocitos CDI4+CDI16+ y
CD14dimCD16+ de los pacientes con AlJiS en tratamiento esta aumentada de manera

significativa con respecto a los pacientes con ALJiS sin tratamiento (grdficos 71y 72).

6.3.2.6.2 La expresion de CD64 estd aumentada en las células CD14++CD16++ de los

pacientes con ALJiS en tratamiento versus los pacientes sin tratamiento.

La expresion de CD64 en la superficie de las células CDI14++CDI16++ de los
pacientes con AlLJiS en tratamiento esta aumentada de manera significativa con

respecto a los pacientes con ALJiS sin tratamiento (grdfico 73).

Cuando comparamos entre pacientes con AlJiS en tratamiento versus los no tratados, las
diferencias significativas para CD64 so6lo se observan entre los monocitos
CD14+CD16+ y CD14dimCD16+, pero no con los CD14+CD16-. Mientras cuando
comparamos con los individuos sanos solo se observan diferencias respecto a los
pacientes con AIlJiS sintomaticos con tratamiento en los monocitos CD14+CD16-, al
igual que cuando se comparan los pacientes con AlJiS sintomadticos versus los no

sintomaticos.

Seria de esperar que en los pacientes con tratamiento, y entre ellos, los corticoides,
aumentasen las cifras de monocitos clasicos, CD14+CD16-, mientras que disminuirian
las cifras de los monocitos pro-inflamatorios CD14+CD16+.(139-141) En cambio
nuestros hallazgos van en sentido contrario. Tampoco se observa el descenso de CD64
asociado al metotrexate que algunos de nuestros pacientes llevaban y descrito por

Bunescu y colaboradores.(198)
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Se sabe que la estimulacion de los monocitos a través de receptores para la region Fc de
la inmunoglobulina G (FcyR) como es el caso de CD64 (Fcyl) activa una variedad de
respuestas, incluyendo fagocitosis, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y la
produccion de citoquinas. Una posible explicacion seria que los pacientes con AlJiS
sintomaticos expresarian niveles superiores de CD64 en los monocitos CD14+CD16-
comparados con los individuos sanos y los pacientes con AlJiS asintomaticos, y que
como respuesta al tratamiento parte de estas células CD14+CD16- pasarian a expresar

CDle6.

Grage-Griebenow y colaboradores clasifican a los monocitos en 4 subtipos, segin si
expresan o no CD64. La mayoria de los monocitos que expresan CD64 son
CD14+CD16-, sélo un pequeiio grupo que ellos describen seria CD14+CD16+CD64+,
para estos autores estas células serian Unicas en exhibir una combinacion de
caracteristicas de los monocitos y las células dendriticas, por lo que se plantean la
posibilidad que se traten de una etapa intermedia de la maduracidon de los monocitos a

células dendriticas mieloides.(235)

6.3.2.7 CD40

6.3.2.7.1 La expresion de CD40 estd aumentada en las células CD14++CD16++ de los

pacientes con ALJiS en tratamiento versus los pacientes sin tratamiento.

La expresion de CD40 en la superficie de las células CDI4++CDI16++ de los
pacientes con ALJiS en tratamiento esta aumentada de manera significativa respecto a
los pacientes con ALJiS sin tratamiento (grdfico 74), observandose ademds tendencias a
la significacion en los monocitos totales, CD14+, y el principal subtipo, CDI14+CD16-
(p 0°085 y p 0°085).

Observamos el aumento significativo de CD40 sobre las células CD14++CD16++ en
los pacientes en tratamiento, previamente ya hemos descrito este aumento respecto a los
sujetos sanos y a los pacientes no sintomaticos. No queda claro el porque del aumento
de la expresion de CD40 en la superficie de estas células no obstante se sabe que la

estimulacion de CD40 sobre los monocitos humanos, células dendriticas o células
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epiteliales induce cambios que aumentan y prolongan las respuestas inflamatorias,
incluyendo la produccion de quimioquinas, como TNFa, IL-8 y MIP-1a por las células
dendriticas, e IL-la, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, TNFa y MIP-la por los
monocitos.(236,237)
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7. RESUMEN

En este trabajo hemos caracterizado los receptores para quimioquinas de las diferentes
poblaciones celulares de leucocitos en sangre periférica, y en especial de los diferentes
subtipos de monocitos. Hemos podido ver como la expresion de estos receptores es
diferente en los enfermos con AlJiS respecto a la de los individuos sanos, y también
como existen diferencias en funcidon de si los pacientes con AlJiS estdn en una fase

activa de su enfermedad o en una fase de remision, o de si estan o no en tratamiento.

Hemos analizado como las quimioquinas juegan un papel fundamental en el
reclutamiento y la funcion de las células del sistema inmune y como las diferencias en
la expresion de los receptores para estas quimioquinas en los diferentes tipos de células

sugieren diferentes vias de activacion y migracion.

Entre los resultados de este trabajo hemos constatado el aumento previamente ya
conocido de las cifras de leucocitos y granulocitos en los pacientes con AIlJiS,
curiosamente también hemos objetivado un aumento de las cifras de linfocitos en

valores absolutos en aquellos pacientes sintomdticos sin tratamiento.

Al analizar los receptores de quimioquinas, uno de los hallazgos principales, y también
uno de los mas constantes ha sido las diferencias encontradas para CCRI1, que es el
receptor para varias quimioquinas como CCL3 (MIP-1a), CCL7 (MCP-3), CCL23
(MPIF-1) y CCL5 (RANTES). En este trabajo hemos mostrado como la expresion de
CCRI1 esta disminuida en los monocitos de los pacientes con AlJiS, siendo esta
diferencia observada de manera consistente para todos los subtipos de monocitos tanto
al comparar con el conjunto de individuos sanos como al ser mas restrictivos y analizar
so6lo comparando con el grupo de nifios sanos de control. Estas diferencias se han
observado especialmente con los monocitos CD14dimCD16+ como se puede apreciar
en el grafico adjunto (grdfico 75). De hecho también hemos comentado como en los
monocitos de los pacientes con AlJiS la expresion de CCR1 esta disminuida con respeto
a los sujetos control. Algunos autores que han observado un esta misma disminucion de
CCRI es los monocitos de sangre periférica, junto con un aumento de su expresion en

los monocitos del tejido sinovial, han sugerido que el aumento en este tejido sinovial
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podria ser debido a una sobreexpresion de estos receptores o bien por una migracion
aumentada de las células que expresan este receptor CCR1 a los sitios de
inflamacion.(147) Otros trabajos han mostrado una correlacién inversa con la VSG,

disminuyendo la expresion de CCR1 conforme aumenta la VSG.(146)
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Destacamos también el haber mostrado el aumento de la expresion de CD62-L en los
granulocitos de los pacientes con AlJiS sintométicos y asintomdticos en tratamiento
respecto a los asintomaticos y sanos como se puede ver en el grafico resumen (grdfico
76). CD62-L o L-selectin es una glicoproteina que facilita la marginalizacién (o
“rolling”) a lo largo de la pared de los vasos durante una respuesta inflamatoria, y su
expresion aumentada podria ser una manifestacion de la actividad de la enfermedad de
una manera parecida a lo descrito para la AR.(185) Destaca en particular que los
pacientes con AlJiS en remision, es decir asintomaticos sin tratamiento, presentan una
expresion de CD62-L en los monocitos CD14+CD16- menor que los sujetos sanos, lo
que de confirmarse en muestras mas amplias podria ser una caracteristica propia de
estos pacientes con AlJiS en fase de remision (grdfico 77). Por otra parte el aumento de
CD64 en los monocitos CD14+CD16- y CD14+CD16+ de los pacientes con AlJiS
parece estar mas relacionado con el tratamiento con corticoides que con una expresion
de la actividad de la enfermedad como se habia descrito en otras enfermedades como la

AR o el LES (grdfico 78 y 79).(195,196)
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Grafico 79
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Finalmente al comparar los pacientes con AlJiS en tratamiento versus los no tratados
hallamos un aumento de la expresion de CCR2 en todos los subtipos de monocitos,
CD14+CD16-, CD14+CD16+ y CD14dimCD16+, aunque de manera parecida a lo que
vimos con CD64 estos cambios parecen mds relacionados con el tratamiento con
corticoides, ya que en los pacientes sintomadticos sin tratamiento no se observaban
(graficos resumen 80, 81 y 82). CCR2 es receptor para la quimioquina CCL2 (MCP-1).
Se ha demostrado que CCL2 esta aumentada en todos los subtipos de AlJ, y en especial
en la AlJiS, y que ademas se correlaciona con la presencia de sintomas sistémicos, las
cifras de leucocitos y de ferritina.(96,97) Es posible pues que el descenso de los niveles
de CCL2 debido al tratamiento en estos pacientes permita una mayor expresion de

CCR2.
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Grafico 81
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Tras la observacion inicial de un pequefio grupo de células que expresaban muy
positivamente CD14 y CD16 y que no habian sido previamente descritas nos
planteamos la posibilidad que se tratase de una falsa poblacion celular. Sin embargo
como hemos discutido con anterioridad al descartar la posibilidad de una unién no-
especifica, al descartar que se tratara de granulocitos o el hecho de que no marcasen alto
para todos los marcadores sino solo para algunos, (muchas veces coincidentes con los
monocitos, otras no), nos inclinamos a considerar que se trataba de un tipo diferente de

células, tal vez un subtipo de monocitos. Asi podemos decir que lo que hemos dado en
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llamar células CD14++CD16++ se encuentran aumentadas en los pacientes con AlJiS.
También que estas células expresan un aumento significativo de CXCR2 en los
pacientes con AlJiS comparado con los individuos sanos y los asintomadticos sin
tratamiento (pacientes en remision), y si bien las diferencias son mas notables para
aquellos en tratamiento, también se observan en los sintomaticos que todavia no
recibian tratamiento (grdfico resumen 83). Por otro lado los individuos con AlJiS
sintomaticos expresan niveles de CD62-L, CD64 y CD40 mas altos en estas células que
los asintomaticos. Y finalmente en los pacientes con AlJiS en tratamiento los niveles de
CCRI1, CCR2, CXCR2, CD64 y CD40 en estas células son mas altos que en los

pacientes sin tratamiento (véanse los grdficos resumen 84, 85 y 86).
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Nuestra hipotesis de trabajo era que la expresion de los receptores de quimioquinas en la
superficie celular de los monocitos era diferente en los enfermos con AlJiS respecto a
los individuos sanos, y que diferentes subtipos de células también podian expresar
diferentes receptores de quimioquinas en estos pacientes dependiendo de si estos
pacientes estaban sintomdticos o no o si estaban con o sin tratamiento. Hemos podido
demostrar que estas diferencias existen y son consistentes. Estos hallazgos pueden
contribuir a un mejor conocimiento de la los mecanismos de reclutamiento celular

implicados en la patogenia de los mecanismos infamatorios de la AIJiS.
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Por otra parte el conocimiento de la diferente expresion de los receptores de
quimioquinas, ha permitido el desarrollo reciente de una serie de moléculas, con un
teorico potencial terapéutico. En modelos animales de enfermedades como la AR, el
asma, la esclerosis multiple o el SIDA se ha propuesto la posibilidad de neutralizar los
receptores de quimioquinas mediante tres vias, el uso de anticuerpos neutralizantes, el
uso de quimioquinas modificadas que actuen como un antagonista del receptor y el uso
de pequefias moléculas antagonistas del receptor.(238) Como hemos explicado
anteriormente la mayoria de receptores se unen con diferente intensidad a diferentes
quimioquinas, y a su vez son expresados en diferentes tipos de células, lo que plantea la
cuestion sobre que receptores deberian ser bloqueados. Es en este sentido que el
conocimiento de la expresion de los diferentes receptores sobre la superficie de las
células es clave. Por lo que respeta a quimioquinas modificadas, el descubrimiento
accidental que en la produccién recombinante de CCLS (RANTES) por Escherichia coli
se producia una potente antagonista de CCR1 abrio los estudios iniciales dirigidos
contra los receptores de quimioquinas.(239) La proteina resultante, o Met-RANTES,
por ser el resultado de la retencion de una metionina inicializadora en el amino terminal,
tiene la capacidad también de unirse a CCR3 y CCRS, funcionando como un
antagonista competitivo de los 3 receptores. La modificacion quimica del amino
terminal al afiadir una aminooxipentano al grupo produjo la molécula AOP-RANTES,
que mostrd una mayor afinidad por CCRI. Estos andlogos amino-terminales han
mostrado sus efectos beneficiosos en varios modelos in vivo en animales, incluyendo
modelos de artritis y inflamacion alérgica de las vias aéreas.(240) Por lo que respeta a la
tercera via, las pequefias moléculas antagonistas del receptor, la primera descrita fue BX
513, de Berlex Biosciences, y también era antagonista de CCR1.(241) Posteriormente
cientificos del mismo laboratorio han descrito otra molécula BX 471,(242) que es un
antagonista potente y selectivo de CCR1, disponible via oral, y que se ha mostrado util
en el tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas.(243) En la actualidad se estan
realizando ensayos clinicos en fase II con BX 471.(244) Otras moléculas antagonistas
pequeflas estan en investigacion como UCB 35625 antagonista para CCRI vy
CCR3.(245) Ademas alimentados por el descubrimiento que CXCR4 y CCRS sirven
como co-receptores para la entrada del HIV-1 a las células se han desarrollado los
antagonistas AMD3100 y TAK-779.(246,247) En los ultimos afios se han desarrollado

otras muchas moléculas como antagonistas posibles de estos y otros receptores de
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quimioquinas con el objetivo de poder bloquear los procesos inflamatorios que se

producen en diversas enfermedades.(240)

Vemos pues como el mejor conocimiento de la expresion de los receptores de
quimioquinas en la superficie de las células en sangre periférica de los pacientes con
AlJiS permite ademas de contribuir al entendimiento de los mecanismos inflamatorios
implicado en su patogenia, el identificar que tratamientos podrian ser potencialmente
utiles en estos pacientes. Nuevos estudios profundizando en este campo pueden permitir
un mejor diagnostico y tratamiento en estos pacientes, mejorando su calidad de vida y

pronostico.
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8. CONCLUSIONES

1.- Se ha analizado la expresion de los receptores de quimioquinas en células de

sangre periférica, y en especial en los subtipos de monocitos, de pacientes

afectos de AIJiS y se ha comparado con la expresion de estos receptores en

individuos sanos, destacando:

Se ha demostrado la disminucidn de la expresion de CCR1 en todos
los subtipos de los monocitos de los pacientes con AIJiS respecto a
los sujetos sanos.

Se ha demostrado el aumento de la expresion de CD62-L en los
granulocitos de los pacientes con AlJiS respecto a los sujetos sanos.
Se ha demostrado el aumento de la expresion de CXCR2 en los
granulocitos de los pacientes con AlJiS asintomaticos con tratamiento
respecto a los individuos sanos.

Se ha demostrado el aumento de la expresion de CCR2 en los
monocitos CD14+CD16+ de los pacientes con AlJiS asintomaticos

con tratamiento respecto a los individuos sanos.

2.- Se ha analizado la expresion de los receptores de quimioquinas en células de

sangre periférica, y en especial en los subtipos de monocitos, de pacientes

afectos de AIJiS sintomaticos y se ha comparado con los individuos con AlJiS

que se encontraban asintomaticos, destacando:

Se ha demostrado el aumento de la expresion de CD62-L en los
granulocitos de los pacientes con AlJiS sintomaticos respecto a los
asintomaticos.

Se ha demostrado el aumento de la expresion de CD62-L y CD64 en
los monocitos cldsicos (CD14+CD16-) de los pacientes con AlJiS

sintomaticos respeto a los asintomaticos.

3.- Se ha analizado la expresion de los receptores de quimioquinas en células de

sangre periférica, y en especial en los subtipos de monocitos, de pacientes
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afectos de AIJiS en tratamiento y se ha comparado con los pacientes afectos de

AlJiS que no estaban recibiendo tratamiento, destacando:

Se ha demostrado un aumento de la expresion de CCR2 y CXCR2 en
los granulocitos de los pacientes con AlJiS en tratamiento respecto a
los pacientes no tratados.

Se ha demostrado un aumento de la expresion de CCR2 y CD62-L en
todos los subtipos de monocitos de los pacientes con AIJiS en
tratamiento respecto a los pacientes no tratados.

Se ha demostrado un aumento de la expresion de CD64 en los
subtipos de monocitos CD16+ de los pacientes con AlJiS en

tratamiento respecto a los pacientes no tratados.

4.- Durante el estudio se ha identificado una poblacion celular de pequefio

tamafio, con una alta expresion de CD14 y CD16, que no habia sido previamente

descrita.

Se ha demostrado que esta poblacidn se encuentra aumentada en los
pacientes con AlJiS.

Se ha demostrado que esta poblacion de células CD14++CD16++
expresan un aumento de la expresion CXCR2 en los pacientes con
AlJiS respecto a los sujetos sanos.

Se ha demostrado que esta poblacion de células CD14++CD16++
expresan un aumento de la expresion de CD62-L, CD64 y CD40 en
los pacientes con AlJiS sintomaticos respecto a los asintomaticos.

Se ha demostrado que esta poblaciéon de células CD14++CD16++
expresan un aumento de la expresion de CCR1, CCR2, CXCR2,
CD64 y CD40 en los pacientes con AlJiS en tratamiento respecto a

los no tratados.

5.- En conclusion, la demostracion de la expresion diferenciada de los receptores

de quimioquinas en los pacientes con AIJiS permite identificar que moléculas,

incluyendo algunos farmacos ya en desarrollo, podrian jugar un papel en el

tratamiento de estos enfermos.
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10. 1. Anexo I

Individuo Sano: H76

e QGréficos para CCR1
e QGraficos para CCR4
e QGraficos para CXCR2
e (raficos para CXCR4
e (raficos para CD62-L
e Graficos para CD64

e QGraficos para Células Dendriticas
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10. 2. Anexo 11

Paciente con AILJiS: SYS2

e (raficos para CCR1
e Graficos para CCR2
e QGraficos para CCR4
e QGréficos para CCRS5
e QGraficos para CXCR1
e (raficos para CXCR2
e Graficos para CXCR4
e Graficos para CD40
e QGraéficos para CD62-L
e QGréficos para CD64

e QGraficos para Células Dendriticas
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10. 3 Anexo 3: Graficos accesorios
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