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“In theory, theory and practice are the same.
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Resumen

La osteoartritis (OA) es la enfermedad articular més frecuente a nivel mundial y una de las
principales enfermedades degenerativas que causan discapacidad. Su origen es
multifactorial, siendo més habitual en la etapa de envejecimiento y en pacientes que padecen
obesidad, por lo que constituyen dos aspectos que en la actualidad y a corto plazo se
mantienen en aumento. La OA se diagnostica con una base clinica apoyada de la evaluacién
sintomatica y de herramientas de imagen. Sin embargo, a pesar de su alta prevalencia suele
diagnosticarse cuando el dafio en la articulacion es importante y no se obtiene una respuesta
terapéutica satisfactoria con el tratamiento farmacol6gico establecido, conllevando a requerir
intervenciones quirdrgicas que en la mayoria de los casos implican reemplazo articular para
mejorar la calidad de vida del paciente en términos de alivio del dolor ademas de mantener
la independencia en la realizacién de sus actividades diarias. Por esta razén, surge la
necesidad de proponer alternativas que permitan establecer un prondéstico de la enfermedad
en etapas tempranas, facilitando el inicio de un tratamiento oportuno cuando todavia no se
ha extendido el dafio en toda la articulacion, al igual que monitorear la respuesta al tratamiento
en funcion del tiempo tomando como base dos caracteristicas importantes de la OA que
corresponden a la degeneracion del cartilago y al proceso inflamatorio subyacente que
promueven su cronicidad e involucra la secrecion de diferentes citoquinas proinflamatorias en
el microambiente sinovial dentro de las cuales estan interleuquina 17A (IL-17A) e
interleuquina 20 (IL-20), las cuales son componentes proinflamatorios del sistema inmune
gue participan en la comunicacion intercelular y desempenfan funciones especificas segun el
sistemay proceso organico en el que estén implicadas. De acuerdo con lo anterior, el objetivo
de este trabajo fue determinar el componente inflamatorio relacionado con los niveles de IL-
17A e IL-20 mediante la estandarizacion de cultivos de sinoviocitos similares a fibroblastos
(FLS) y de células mesenquimales (MSC) a partir de muestras de tejido sinovial provenientes
de pacientes con OA temprana de rodilla. Posteriormente, se evalud la localizacion y
distribucion de IL-17A e IL-20 por técnica de microscopia de fluorescencia y luego se llevo a
cabo la cuantificacion de los niveles de IL-17A e IL-20 en sobrenadantes de cultivo de FLS y
MSC. En conjunto, los resultados presentados demuestran mediante técnicas de microscopia
y de inmunoensayo que las células FLS y MSC son componentes que ejercen un rol
importante en el proceso inflamatorio generado en la OA temprana de rodilla, pues se
evidencio la produccion de IL-17A e IL-20 en FLS y MSC en respuesta al estimulo inflamatorio
inducido con TNF-a comparado con células control de acuerdo con las diferencias en la
intensidad media de fluorescencia; la distribucion de IL-17A, IL-20 y de CD-90 mediante
microscopia de fluorescencia se observé a nivel citoplasmatico y perinuclear evidenciando

una variacion en la intensidad de fluorescencia en las que contenian el anticuerpo de interés.
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Respecto a la cuantificacion por técnica ELISA se obtuvo una concentracién promedio de
0,0850 pg/mL para IL-17A; y de 0,0157 pg/mL para IL-20. A partir de los resultados con la
prueba ELISA no se identificaron diferencias entre los niveles de las muestras evaluadas con
o sin estimulo de TNF-a, en tanto, la intensidad de produccion a nivel intracelular de IL-17A
e IL-20 por técnica de microscopia de fluorescencia permitieron evidenciar la presencia de
estas citoquinas en un ambiente inflamatorio, asi que considerando la participacion de IL-17A
e IL-20 durante la etapa temprana de la OA, podrian ser marcadores de apoyo prondstico
cuyos niveles son indicativo de la inflamacion de bajo grado de la articulacion. Estudios
posteriores que contemplen un mayor nimero de pacientes serian necesarios para establecer
su utilidad.

Palabras clave: Osteoartritis; Inflamacién; sinoviocitos; Células Mesenquimales;

Biomarcador; Interleuquina-17A; Interleuguina-20.



Abstract

Quantification and distribution of IL 17A and IL 20 as prognostic markers in
patients with early knee osteoarthritis

Osteoarthritis (OA) is the most common joint disease worldwide and one of the main
degenerative diseases that cause disability. Its origin is multifactorial, being more common in
the aging stage and in patients who suffer from obesity, which is why they constitute two
aspects that currently and in the short term continue to increase. OA is diagnosed on a clinical
basis supported by symptomatic evaluation and imaging tools. However, despite its high
prevalence, it is usually diagnosed when the damage to the joint is significant and a
satisfactory therapeutic response is not obtained with the established pharmacological
treatment, leading to the need for surgical interventions that in most cases involve joint
replacement to improve. the patient's quality of life in terms of pain relief as well as maintaining
independence in carrying out daily activities. For this reason, the need arises to propose
alternatives that allow establishing a prognosis of the disease in early stages, facilitating the
start of timely treatment when the damage has not yet spread throughout the joint, as well as
monitoring the response to treatment. as a function of time based on two important
characteristics of OA that correspond to the degeneration of the cartilage and the underlying
inflammatory process that promote its chronicity and involves the secretion of different
proinflammatory cytokines in the synovial microenvironment within which are interleukin 17A
(IL -17A) and interleukin 20 (IL-20), which are pro-inflammatory components of the immune
system that participate in intercellular communication and perform specific functions
depending on the system and organic process in which they are involved. In accordance with
the above, the objective of this work was to determine the inflammatory component related to
the levels of IL-17A and IL-20 by standardizing cultures of fibroblast-like synoviocytes (FLS)
and mesenchymal cells (MSC) from of synovial tissue samples from patients with early knee
OA. Subsequently, the localization and distribution of IL-17A and IL-20 was evaluated by
fluorescence microscopy technigque and then quantification of the levels of IL-17A and IL-20
in FLS and MSC culture supernatants was carried out. Altogether, the results presented
demonstrate through microscopy and immunoassay techniques that FLS and MSC cells are
components that play an important role in the inflammatory process generated in early knee
OA, since the production of IL-17A and IL was evident. -20 in FLS and MSC in response to
the inflammatory stimulus induced with TNF-a compared to control cells according to the
differences in the mean fluorescence intensity; the distribution of IL-17A, IL-20 and CD-90 by

microscopy Fluorescence was observed at the cytoplasmic and perinuclear level, evidencing
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a variation in the fluorescence intensity in those that contained the antibody of interest.
Regarding the quantification by ELISA technique, an average concentration of 0.0850 pg/mL
was obtained for IL-17A; and 0.0157 pg/mL for IL-20 from the results with the ELISA test, no
differences were identified between the levels of the samples evaluated with or without TNF-
a stimulation, meanwhile, the intensity of production at intracellular level of IL-17A and IL-20
by fluorescence microscopy technique allowed us to demonstrate the presence of these
cytokines in an inflammatory environment, so considering the participation of IL-17A and IL-
20 during the early stage of OA, they could be prognostic supportive markers whose levels
are indicative of low-grade inflammation of the joint. Subsequent studies that include a larger

number of patients would be necessary to establish its usefulness.

Keywords: Osteoarthritis; Inflammation; Synoviocytes; Mesenchymal Cells; Biomarker;
Interleukin-17A; Interleukin-20.
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Introduccioén

La osteoartritis (OA) es una enfermedad crénica propiciada por multiples factores tales como
la obesidad y el envejecimiento, la cual afecta las articulaciones de las manos, cadera,
hombros y rodillas y ocurre en mayor medida en aquellas articulaciones que soportan peso
correspondientes a la cadera, tobillos y rodillas provocando degeneracion del cartilago y
cambios a nivel histolégico, estructural, bioquimico y fisiolégico alrededor del hueso
conllevando a alteraciones en la estructura articular y a sintomas tales como dolor, rigidez,
sensibilidad y pérdida de la movilidad cuya intensidad suele aumentar conforme avanza el
curso de la enfermedad. Estas caracteristicas son restricciones funcionales que conllevan a
una discapacidad progresiva atribuida a las fallas mecéanicas subyacentes en los pacientes
gue la padecen al igual que al impacto ocasionado por el dolor el cual dificulta la movilidad,
afecta el estado animico y limita la realizacién de actividades fisicas [1].

Un aspecto importante para realizar un tratamiento 6ptimo de la OA radica en la identificacion
y prondstico oportunos. Sin embargo, no se suelen realizar de forma temprana dado que
generalmente se logra diagnosticar en un estadio avanzado de la enfermedad debido a que
el nivel de inflamacion es de bajo grado, de lenta progresion y a que su diagnostico se apoya
en la evaluacion radiografica la cual en muchas ocasiones no muestra los cambios
estructurales y a nivel de cartilago, ademas puede que no se evidencie el estrechamiento del
espacio articular; dicha evaluacién se complementa con la descripcién sintomatica y por lo

tanto no siempre se obtienen hallazgos que sugieran el dafio articular en curso.

Actualmente, la prevalencia de la OA se mantiene en aumento, ya que hasta la fecha no se
cuenta con herramientas que permitan establecer un pronéstico de la enfermedad en estadios
tempranos asi que surge la necesidad de comprender los procesos biologicos y
fisiopatologicos que desencadenan la OA y que permitan establecer elementos clave para su
prondstico, diagnéstico y tratamiento, esto incluye aspectos tales como la identificacién de

dafios en el cartilago, cambios en el microambiente sinovial y el componente inflamatorio.

El componente inflamatorio en la OA implica la presencia de citoquinas, dentro de las que se
destacan Interleuquina 17A (IL-17A) e Interleuquina 20 (IL-20) que son citoquinas
fundamentales en la patogénesis y progresion de la OA ya que orquestan cambios de tipo
catabdlico que favorecen el cuadro inflamatorio, la degradacion del cartilago articular al igual

gue dafios locales a nivel tisular.
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Planteamiento del problema

La osteoartritis (OA) es una de las formas mas comunes de artritis y la enfermedad
musculoesquelética mas frecuente para la cual en la actualidad se busca ampliar el estudio y
compresion acerca de su patogénesis y progresion ya que representa desafios en cuanto a
establecer su prondstico y diagnostico especialmente cuando los pacientes que la padecen

se encuentran en estadios tempranos.

Para el contexto colombiano, segun el Departamento Administrativo Nacional de Estadistica
(DANE), la poblacién de la tercera edad en el afio 2006 representaba un 9% de la poblacion
general y en el afio 2021 incrementd a un estimado del 13,9% del total de la poblacion
colombiana, lo cual se traduce en un aumento en la probabilidad de padecer enfermedades
crénicas tales como la obesidad que junto con el proceso de envejecimiento son factores de
riesgo para padecer OA al igual que desarrollar otras deficiencias fisicas, dado que es una

afeccién mas frecuente entre las personas mayores y con sobrepeso [2].

No obstante, su inicio también se ha venido determinando en pacientes jévenes menores de
40 afos, por lo que no es exclusiva en pacientes de la tercera edad como se ha considerado
tradicionalmente. Se espera entonces que con los cambios en la piramide poblacional que
conlleva un aumento en la proporcion de la poblacion de la tercera edad y/o en condicién de
sobrepeso incremente a su vez la prevalencia de la OA y, por lo tanto, se requiere proponer
nuevos métodos que contribuyan al establecimiento del diagndstico y prondstico oportunos,

ya que en Colombia la demanda de los servicios sanitarios es cada vez mayor [3].

El diagndstico de la OA se basa en los sintomas, signos fisicos, manifestaciones radiograficas
y pruebas de laboratorio, pero en ocasiones con estas pruebas no se obtienen resultados
fuera del rango normal que sean posibles indicadores de enfermedad, asi que abordar el
componente inflamatorio que hace parte de la patogénesis y el desarrollo de la OA mediante
la monitorizacion de los niveles de IL-17A e IL-20 resulta ser un enfoque que podria contribuir

a determinar el pronéstico de la enfermedad [4].
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Justificacion

Actualmente, la identificacion de pacientes con riesgo de progresion en el padecimiento de
OA es compleja, pues en ocasiones los hallazgos radiograficos y otros elementos que hacen
parte de la evaluacion clinica no reflejan anomalias presentes en el cartilago y el hueso lo
cual impide establecer un pronéstico de la OA de manera rutinaria e impide monitorear los
cambios generados por la enfermedad en funcion del tiempo. Por lo tanto, en la actualidad se
han propuesto otras herramientas emergentes tales como los marcadores bioquimicos que
contribuyen al establecimiento del prondstico de la OA temprana de rodilla y permiten conocer

la progresion de la OA en el tiempo.

Los biomarcadores son parametros que permiten determinar el pronéstico de una enfermedad
ya gue hacen posible establecer mediciones relacionadas con su progresion, monitorear los
efectos y respuesta al tratamiento farmacoldgico asignado. En el contexto de las
enfermedades reumaticas, los biomarcadores pueden ser de varios tipos, como por ejemplo
marcadores genéticos, productos de la expresion génica, anticuerpos, citoquinas o anomalias
tisulares o celulares que pueden ser identificadas mediante diferentes técnicas dentro de las
cuales se encuentran la inmunohistoquimica y los cultivos celulares que se pueden llevar a

cabo a partir de la biopsia sinovial [5].

Los biomarcadores en la OA son moléculas que participan en el ciclo fisiolégico de la matriz
del tejido conjuntivo las cuales pueden estar relacionadas con cambios de tipo catabdlico o
anabolico que favorecen la inflamacion a través de la activacion o alteracion de distintas rutas

bioldgicas [5].

Uno de los objetivos mas importantes de la medicion de biomarcadores es identificar dafios
a nivel del cartilago durante las primeras etapas de la enfermedad cuando aun no se han
evidenciado por ejemplo mediante técnicas de imagen, pues cuando se detecta la
degeneracion a nivel articular frecuentemente la OA se encuentra en estadios avanzados, por
lo tanto la evaluacién de biomarcadores podria contribuir a la caracterizacion predictiva y/o
pronostica a lo largo de las distintas etapas de la enfermedad. Ademés del reconocimiento
temprano, el seguimiento de la actividad, la determinacién de la gravedad, la prediccion del
pronostico y la evaluacion de la respuesta al tratamiento instaurado que también constituyen

otros propdsitos los cuales resaltan la importancia de la medicion de biomarcadores [6].



18

Los biomarcadores que permiten conocer el grado de inflamacion de la OA pueden utilizarse
para identificar la velocidad de progresion de la enfermedad, tal es el caso de las citoquinas
proinflamatorias en las cuales se ha observado niveles aumentados en pacientes que
padecen OA, dentro de las cuales sobresalen IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-17A e IL-20, ya que
debido al aumento en la permeabilidad de la membrana sinovial, son mediadores de
inflamacion importantes que favorecen tanto el inicio como la perpetuacion de la OA. De esta
manera la evaluacién de biomarcadores contribuye a la predicciéon del inicio temprano, al
manejo de la carga de la enfermedad y permiten determinar el prondstico de la OA acelerando
asi el establecimiento de estrategias farmacoterapéuticas adaptadas al nivel de gravedad de
la enfermedad [5].

El linaje de células T helper 17 (Th17) es un subconjunto de células T efectoras de memoria
gue estan implicadas en la induccion de la inflamacion y la destruccién de los tejidos. Las
células Th17 han sido consideradas células patogénicas que ejercen un papel fundamental
en trastornos inflamatorios cronicos, las cuales producen de forma preferencial interleuguinas
gue participan en la respuesta inflamatoria crénica y el dafio tisular en las articulaciones
afectadas por la artritis, dentro de las cuales se encuentran IL-17, IL-21 e IL-22, junto con IL-
23 que corresponde a una citoquina proinflamatoria involucrada en la diferenciacién y

activacion de las células Th17 para la produccion de IL-17 [7].

La produccién de IL-17 afecta la diferenciacion de los osteoclastos al inducir la expresion del
ligando de receptor activador para el factor nuclear kappa-B (RANKL) en la superficie de los
osteoblastos y FLS, los cuales contribuyen al desarrollo y la progresion de enfermedades

reumaticas [7].

IL-17A influye en la respuesta inflamatoria crénica y el dafio tisular en las articulaciones
afectadas por la OA que de acuerdo con lo reportado en literatura, se han encontrado niveles
elevados de IL-17A en el liquido sinovial de pacientes con OA los cuales se correlacionan
positivamente con la gravedad de la enfermedad, dado que una de sus funciones es estimular
FLS y condrocitos en la OA para promover la produccién y secrecién de citoquinas, estimular
la produccion de diversos factores que causan la destruccion del cartilago como por ejemplo
metaloproteinasas de matriz (MMPs) y promover la infiltracion sinovial. Asi pues, los niveles
elevados de IL-17A en pacientes con OA de rodilla se asocian con un aumento en la duracién

de la enfermedad [7].

Otra de las interleuquinas de importancia en la OA es interleuquina-20 (IL-20), un miembro
de la familia de citoquinas IL-10 que intermedia la sefializacion intracelular, la cual se
encuentra involucrada en el proceso patoldgico de enfermedades inflamatorias crénicas ya

gue induce inflamacién, angiogénesis, quimiotaxis y apoptosis, y por ende favorece la
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patogénesis de la artritis, pues en condiciones de homeostasis los fibroblastos FLS se
mantienen quiescentes pero son activados y adquieren un fenotipo agresivo dentro del cuadro
de inflamacion que hace parte de la OA y de esta manera se convierten en células diana de
IL-17A e IL-20 durante la patogénesis de las enfermedades articulares. Esto sugiere que IL-
17A e IL-20 en conjunto con otras citoquinas proinflamatorias como TNF-a, podrian ejercer
un efecto sinérgico en la respuesta inflamatoria inicial y conllevar a la progresién del dafio del

cartilago y a la destruccién ésea en la patogénesis de la OA.
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Hipotesis

La produccién de IL-17A e IL-20 por FLS y MSC de tejido sinovial, es un indicador del
componente inflamatorio en pacientes diagnosticados con OA temprana de rodilla.
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Marco tedérico

La osteoartritis se deriva de la palabra griega osteo- cuyo significado es “hueso”, artritis: arthr-
que significa “articulacion” y el sufijo —itis que implica la presencia de inflamacion [8]. La OA
es la forma mas comuan de artritis que afecta principalmente las articulaciones que soportan
peso, una de estas corresponde a la rodilla provocando degeneracioén del cartilago y cambios
alrededor del hueso que a su vez conlleva a alteraciones en toda la estructura articular e
implica sintomas tales como dolor, rigidez e inflamacién de las articulaciones, estas
caracteristicas son restricciones funcionales que conllevan a una discapacidad progresiva.
Asi también, su identificacion y pronostico generalmente se realiza en un estadio avanzado
de la enfermedad debido a que su lenta progresion e inflamaciéon de bajo grado dificultan

establecer su diagndstico apoyado en la descripcién sintomética y evaluacion radiografica [9].

Hoy en dia existen varios tratamientos disponibles para la OA enfocados en el efecto
analgésico, antiinflamatorio, en la correccién de las deformidades que puedan surgir y en la
proteccion de la funcién articular para mejorar la calidad de vida de los pacientes con OA. Las
medidas consisten en una combinacién de tratamientos farmacoldgicos, no farmacol6gicos y
en ciertos casos intervenciones quirdrgicas que son necesarias cuando la estrategia
terapéutica establecida es fallida o insuficiente aun cuando el régimen terapéutico se elige de
acuerdo con la edad, sexo, peso corporal, factores de riesgo, poblacion, gravedad de la lesién
y expectativas del tratamiento. Sin embargo, hasta la fecha no se cuenta con una cura
definitiva para la OA [10].

Caracteristicas de la membrana sinovial en osteoartritis

La membrana sinovial (MS) es un tejido mesenquimatoso especializado que recubre los
espacios de las articulaciones diartrodiales, bursas y las vainas de los tendones que son
componentes que poseen huesos, tejido blando y liquido sinovial como se representa en la
Figura 1. la cual incluye dos capas la capa intima, compuesta por una o dos laminas de
macrofagos o sinoviocitos tipo A y sinoviocitos tipo B FLS “Fibroblast-like synoviocytes”, y la
capa subintima, compuesta por dos o tres capas de sinoviocitos dispuestos sobre el tejido
conectivo, que secretan colageno y otras proteinas de la matriz extracelular, con escasos
macrofagos y linfocitos, células adiposas y vasos sanguineos, que proporcionan nutrientes al

medio sinovial [11,12].
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Figura 1. Arquitectura de la articulacién sinovial. Tomado de Culemann et al., 2019 [13].

Una de las funciones que ejerce la MS es la produccion de liquido sinovial que esta
compuesto por proteinas plasméticas, azucares, lipidos, moléculas lubricantes, factores de
crecimiento y citoquinas que constituyen componentes clave para el diagnostico y pronéstico
de enfermedades reuméticas ya que, en condiciones patoldgicas inflamatorias, la MS al estar
asociada a la invasion del tejido éseo y del cartilago articular provoca la destrucciéon del
cartilago. Una de estas patologias corresponde a la OA pues sus alteraciones estan
asociadas con dafios a nivel de la MS [13].

Uno de los componentes sinoviales de importancia presentes en la articulacion corresponde
a los sinoviocitos similares a fibroblastos (también conocidos como fibroblastos sinoviales o
sinoviocitos tipo B) las células FLS son mediadoras de la patologia y del proceso de
inflamacion de los 6rganos diana en enfermedades inflamatorias crénicas, estan ubicadas en
el revestimiento de la capa intima sinovial y ejercen funciones estructurales en las
articulaciones al controlar la composicion del liquido sinovial y la matriz extracelular del
revestimiento de la articulacién. Sin embargo, en diferentes tipos de artritis, estas células
muestran un comportamiento patégeno al adquirir un fenotipo invasivo y agresivo que
exacerba los efectos de la enfermedad tanto al inicio, propagacion y prolongacion de la

inflamacion [14].

La fisiopatologia especifica de la OA no esta totalmente dilucidada; uno de los componentes
es la inflamacion sinovial que influye en los sintomas y los dafios estructurales a lo largo de
la enfermedad, se ha evidenciado que los mediadores inflamatorios desempefian un papel
fundamental en el inicio y progresion de la OA en las articulaciones afectadas debido a que
la induccién de mediadores proinflamatorios en el cartilago, la MS y el hueso subcondral
tienen vias de sefalizacion que estan interrelacionadas y por lo tanto, los compuestos que
regulan la sintesis y/o la actividad de las citoquinas y las moléculas proteoliticas dentro de las

gue sobresalen IL-17A e IL-20 hacen parte de los tratamientos emergentes que actlan a
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través de las vias de sefalizacion que regulan la inflamacion y por lo tanto se consideran

también dianas de interés para futuros tratamientos de la OA.

Los mediadores inflamatorios, como las citoquinas y quimioquinas se producen a nivel
sinovial en la OA y promueven la sinovitis que en algunos casos ocurre desde las primeras
etapas de la OA y durante la progresiéon de la enfermedad. De acuerdo con esto, se plantea
gue las células sinoviales producen mediadores inflamatorios, activan los condrocitos y
favorecen la degradacion del cartilago, gue en conjunto con la sinovitis son aspectos que se

correlacionan con la gravedad de los sintomas y la tasa de degeneracion del cartilago [15].

Citoquinas inflamatorias en Osteoartritis

En el sistema inmunitario, las citoquinas se definen como proteinas inmunomoduladoras, que
corresponden a moléculas de sefalizacion importantes que coordinan la respuesta inmune al
mediar la comunicacién entre células incluidas las células epiteliales y fibroblastos a través
de sus receptores especificos [16]. Las citoquinas facilitan la induccién de cascadas de
inflamacién estimulando la expresion de genes que codifican la sintesis de moléculas
mediadoras inflamatorias [17]. Para el caso de las enfermedades reumaticas, hay un
desequilibrio en la regulacién de las citoquinas debido a una produccién insuficiente de
citoquinas antiinflamatorias y una produccién excesiva de citoquinas proinflamatorias que en
conjunto desencadenan un estado inflamatorio. La produccién de estas interleuquinas se da
segun sea necesario durante la respuesta inmune y su perfil de secrecién cambia en el

microambiente sinovial en funcién de la progresion de la enfermedad [18].

Actualmente, las principales citoquinas implicadas en la OA son IL-1B, TNF-a, IL-6, al igual
que IL-17A e IL-20 catalogadas como citoquinas que promueven la inflamacion a través de la
activacion de rutas catabdlicas mediadas por la familia de proteinas del factor nuclear kappaB
(NF-xB), por lo que los niveles de IL-17A e IL-20 podrian ser potenciales marcadores en el
pronostico de la enfermedad [19]. Estas citoquinas proinflamatorias estimulan a su vez la
liberacion de otros mediadores inflamatorios durante la patogénesis de la OA favoreciendo la
destruccion y degradacion del cartilago articular, asi que un posible enfoque
farmacoterapéutico de la OA consiste en monitorear o bloquear estas citoquinas
proinflamatorias empleando estrategias dirigidas hacia las vias de sefializacion inflamatorias

de la OA con el objetivo de mantener un equilibrio dinamico metabdlico [20].

IL-17 esta constituida por una familia de seis miembros (IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-
17E, IL-F) con un rango de peso molecular entre 20 a 35 kDa. Estructuralmente la familia IL-

17 tienen un extremo C conservado con cuatro residuos de cisteina, que forman puentes
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disulfuro a nivel intramolecular [21,22]. IL-17A es una glicoproteina de 155 aminoéacidos con
un peso molecular de 35 kDa, la cual ejerce funciones dicotomicas que consisten en efectos
protectores y destructivos debido a que el receptor de IL-17A tiene la capacidad de
transformar una respuesta inflamatoria aguda local con potencial protector en un efecto
destructivo que favorece la enfermedad y su cronicidad; dichas respuestas proinflamatorias

varian dependiendo el tipo celular y las condiciones patologicas [19,23].

En el contexto de la OA, la produccién de IL-17A contribuye a la destruccion de la articulacion
al inducir y perpetuar la inflamacién, conllevando a la erosién désea y dafios a nivel del
cartilago; por lo tanto en pacientes con OA de rodilla se ha establecido una asociacion positiva
entre los niveles de IL-17A y la gravedad de la OA de rodilla debido a la capacidad de
estimular la expresién de genes asociados con la inflamacion que contribuye a la patogénesis

de enfermedades autoinmunes e inflamatorias [24].

IL-17A tiene un papel efector importante en las células T-helper (Th)-17 ya que interactla con
el receptor IL-17RA a través del cual media la degradacion articular en diferentes tipos de
artritis, incluyendo AR y OA, asi que el bloqueo de IL-17A protege de los efectos relacionados
durante las etapas tempranas y las etapas tardias de enfermedades inflamatorias crénicas
dado que IL-17A actia localmente sobre FLS y osteoblastos contribuyendo a la sinovitis
[24,25].

A nivel sinovial IL-17 se asocia con la actividad de la artritis al inducir MMPs en células FLS
lo cual promueve la destruccion del cartilago (Figura 2). Ademas, se ha demostrado que IL-
17 induce la liberacion de quimiocinas tales como IL-1B y TNF-a que consisten en moléculas
gue regulan las respuestas inflamatorias a través de células especializadas a nivel sinovial
[25].
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Figura 2. Funciones efectoras de las células Th-17 a nivel de los procesos
patolégicos en la artritis. Tomado de: Van Hamburg & Tas, 2018 [26].
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Interleuquina 20 (IL-20) Es una citoquina de hélice a con un peso molecular de 17 kDa la cual
ejerce sus efectos bioldgicos a través de dos complejos receptores. El primer complejo
receptor estd compuesto por 2 subunidades IL-20R1 e IL-20R2 y un segundo complejo
igualmente con 2 subunidades IL-22R1 e IL-20R2. La unién de IL-20 a sus respectivos
complejos receptores, desencadena una actividad proinflamatoria elevada en diferentes tipos

celulares incluidas las células FLS [27].
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de varios mediadores inflamatorios [28]. Raghu, 2020 [28].

IL-20 esta asociada con caracteristicas de desarrollo y patogénesis de diversas
enfermedades al promover la inflamacién, angiogénesis, quimiotaxis y apoptosis; en el caso
de la patogénesis de la OA se ve implicada al actuar sobre las células FLS y células

endoteliales [28].
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tipos de células que contienen nucleo en el cuerpo [29].
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Para el caso de la OA, TNFa favorece la destruccion articular, la formacion de pannus, la
activacion de células endoteliales, la amplificacion de quimiocinas al igual que la induccion
del dolor [30,31].

En pacientes con OA, TNF-a se produce a nivel sinovial a través de la via de sefalizacion
ERK (proteina quinasa activada por mitdgeno) que determina el mecanismo por el cual
diferentes citoquinas proinflamatorias, incluidas IL-17A e IL-20 participan en las
enfermedades reuméaticas generando efectos proinflamatorios sobre las células FLS durante

la patogénesis de la OA [32].

Células mesenquimales en tejido sinovial

Las células madre mesenquimales (MSC) estan presentes en varios tipos de tejidos adultos
y son precursoras del linaje mesodérmico de células/tejidos, que incluyen hueso, cartilago,
grasa Yy tejidos conectivos. Pueden ser aisladas de la médula ésea, el tejido adiposo, el
tejido/sangre del cordon umbilical, el periostio y en el ambiente sinovial pueden obtenerse a
partir de la grasa infrapatelar y del tejido adiposo que se encuentra a nivel local [33,34].

En condiciones de obesidad la proporcién del tejido adiposo aumenta, y de acuerdo con
diferentes investigaciones se ha propuesto una relacion entre el tejido adiposo y la OA de
rodilla dado que en individuos obesos existe un mayor riesgo de desarrollo y progresion de la
OA debido a la carga excesiva sobre las articulaciones y el cartilago pues un aumento en la
carga genera estrés mecanico, ademas la masa de tejido adiposo ejerce modificaciones a
nivel sinovial al estimular la produccién de citoquinas proinflamatorias, que sobrepasa las
capacidades bioldgicas normales provocando dafios al cartilago e inflamacion durante las

etapas iniciales y el desarrollo de la OA de rodilla [35].

El aumento en la carga mecanica a nivel de la articulacion de la rodilla contribuye a la
activacion de cascadas de sefializacion intracelular de citoquinas, factores de crecimiento y
MMPs, dado que el tejido adiposo por si mismo tiene la capacidad de generar un estado
inflamatorio cuyos mecanismos metabdlicos favorecen la produccion de citoquinas
inflamatorias dentro de las que se encuentran IL-17A, IL-20 y TNF-a que ocasionan efectos
nocivos a lo largo de las diferentes etapas de la OA, esto explica en parte por qué las
articulaciones que no soportan carga tales como las articulaciones de los dedos de las manos
se ven afectadas por el proceso inflamatorio demostrando formas erosivas propias y fenotipos
especificos como por ejemplo, la OA erosiva de manos expresada en los nddulos de
Heberden y Bouchard [36,37].
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Uno de los componentes adiposos de la rodilla es la grasa Infrapatelar o también denominada
Almohadilla Grasa de Hoffa (IFP) la cual ejerce diferentes funciones protectoras que consisten
en brindar estabilidad biomecénica a la articulacion, responder al entorno inflamatorio local y
ser fuente de células MSC con potencial de capacidad de diferenciacion especialmente
condrogénico considerando su tejido de origen [38,39].

En condiciones patolégicas el entorno celular puede experimentar cambios fenotipicos
debidos a la inflamacion y la sobreestimulacién mecanica lo cual favorece la aparicién de la
OA 'y en este escenario, la IFP podria ejercer funciones destructivas debido a su relacion con
la estabilidad mecanica, pues en sobrepeso la IFP sufre modificaciones en su composicion y
funcionamiento lo cual podria desencadenar lesiones articulares y favorecer el cuadro
inflamatorio de la OA debido a la secrecion de citoquinas que se producen en el

microambiente sinovial [40].
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Objetivos

Objetivo general

Determinar el componente inflamatorio relacionado con los niveles de IL 17A e IL 20 a partir
de muestras de tejido sinovial en pacientes con osteoartritis temprana de rodilla.

Objetivos especificos

e Evaluar si existe relacion entre los niveles de IL-17A e IL-20 como biomarcadores
prondstico en pacientes con osteoartritis temprana de rodilla.

e Cuantificar IL-17A e IL-20 en sobrenadantes de cultivo de sinoviocitos de pacientes
con osteoartritis temprana de rodilla.

e Evaluar la distribucién y localizacion de IL-17A e IL-20 en sinoviocitos.
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Metodologia

La toma de muestras de tejido sinovial en pacientes con OA temprana de rodilla estuvo a
cargo de un médico especialista en reumatologia en el Hospital Universitario Nacional de
Colombia y los ensayos celulares se realizaron en el Departamento de Farmacia de la
Universidad Nacional de Colombia para establecer la caracterizacion fisiopatoldgica de las
muestras obtenidas a partir de cada paciente correspondientes a: Estandarizacién de cultivos
primarios de sinoviocitos (FLS) y células mesenquimales (MSC) provenientes de tejido
sinovial, fibroblastos de piel, analisis por microscopia de luz, microscopia de fluorescencia y
Prueba ELISA.

Poblacion de estudio

Pacientes en consulta externa del servicio de Reumatologia del Hospital Universitario
Nacional de Colombia en la ciudad de Bogota con diagnéstico clinico y radiol6gico de OA

temprana de rodilla.

Tipo de estudio: Estudio observacional descriptivo tipo serie de casos.

Tamafnio de muestra

Los pacientes fueron seleccionados mediante muestreo por conveniencia incluyendo todos
los pacientes con diagnéstico clinico de OA de rodilla dando cumplimiento a los criterios de
clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia para OA de rodilla. Los pacientes se
seleccionaron durante el periodo comprendido entre el mes de octubre de 2022 hasta
septiembre de 2023.

Criterios de inclusién

1. Pacientes masculinos o femeninos colombianos.

2. Pacientes procedentes de la consulta externa del servicio de Reumatologia del Hospital
Universitario Nacional de Colombia.

3. Pacientes con diagndstico clinico de OA temprana de rodilla que cumplan con los criterios
de clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia para OA de rodilla (Mayores de 45
afios, dolor articular que se intensifica con la actividad, sin rigidez matutina o de presentarla
debe ser por un tiempo menor a 30 minutos) persistiendo con dolor intenso, rigidez articular
y reduccién de la funcionalidad articular con impacto importante en la calidad de vida.

4. Pacientes con persistencia de los sintomas clinicos antes mencionados y limitacion

funcional.
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5. Pacientes con cambios inflamatorios mono-articulares, con compromiso de rodilla dada por
edema y sinovitis localizada, derrame articular que requieran artrocentesis para estudio de
liguido sinovial o biopsia percutdnea con aguja de Parker Pearson para diagnoéstico
histopatoldgico diferencial de la artropatia inflamatoria.

6. Pacientes con imagenes de radiografia simple de rodilla con diagndstico de OA con una
puntuacién de rodilla menor de 2 en la escala de severidad de Kellgren y Lawrence (K/L).

7. Deseo de participar en el estudio si durante la consulta se documentan cambios
inflamatorios de OA previa explicacion del procedimiento y firma del consentimiento informado
(Anexo 1).

Criterios de exclusion

1. Pacientes con OA secundaria con cuadro infeccioso activo.

2. Pacientes con diagnostico de Artritis Reumatoide, Lupus Eritematoso Sistémico, Artritis
reactiva, espondiloartropatias seronegativas, artropatia por depdsito de cristales (urato
monosaddico, hidroxiapatita, pirofosfato calcico).

3. Pacientes con clinica que sugiera cualquier otra condicion inflamatoria crénica no
sospechosa de OA a criterio del médico tratante e historia de uso de corticoides via oral o via
intraarticular en los Ultimos 3 meses previo a la consulta.

4. Negativa del paciente para la participacion en el estudio.

Seleccion de pacientes

El médico tratante realizé una seleccién de manera prospectiva de pacientes en consulta
externa de los servicios de Ortopedia y Reumatologia del Hospital Universitario Nacional con
diagnostico de OA temprana de rodilla que cumplieran con los criterios de clasificacion del
Colegio Americano de Reumatologia para OA de rodilla, a los pacientes seleccionados se les
realiz6 la toma de muestra de membrana sinovial, esta biopsia consiste en un procedimiento
de rutina realizada en pacientes especificos que cuentan con indicacion precisa para el

diagnostico de la artropatia inflamatoria.

Teniendo en cuenta que se tomd una muestra bioldgica de cada paciente, fue necesario
solicitar la firma del consentimiento informado, en el cual se brindd explicacion a los pacientes
acerca de los objetivos del estudio y asi mismo obtener la autorizacion para el procesamiento

de la muestra extraida con el fin de realizar el diagnostico diferencial.

El dia en que se realiz6 cada procedimiento de la biopsia percutanea con aguja, las muestras
fueron trasladadas al Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia

para realizar los andlisis planteados en el presente estudio.
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Estas muestras fueron transportadas de acuerdo con los lineamientos y especificaciones de
las normas técnicas colombianas y el manual de bioseguridad de la OMS, cuyo manejo
corresponde a la categoria B: Transporte de tejidos biolégicos no infecciosos. Dichas
muestras suministradas por el médico tratante posterior a su analisis, se procesaron en el
laboratorio de investigacion Farmacogenética del cancer del Departamento de Farmacia de

la Universidad Nacional de Colombia.
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Aspectos éticos, ambientales y legales

La participacién de los individuos del estudio fue completamente voluntaria, en la cual se
solicit6 la firma del consentimiento informado donde se encuentra consignada la informacion
necesaria del proyecto, los objetivos, al igual que los riesgos relacionados con la intervencién
expresados en lenguaje cotidiano. Ademas, se aclara que el grupo de investigadores no
realiza intervencién alguna, sino que se hace a través del médico tratante especialista para

obtener un fragmento de la muestra extraida para objeto de esta investigacion.

En cuanto al manejo de las historias clinicas y demés informacion recolectada, se mantuvo

bajo estrictas normas de confidencialidad.

El presente estudio no pretendié evaluar recursos profilacticos y/o terapéuticos en el
tratamiento de la OA temprana de rodilla y, por consiguiente, los pacientes continuaron con
el esquema de tratamiento sintomatico validado actualmente en las guias de manejo de la
enfermedad, ademas este estudio cumple con los requisitos para la investigacién en humanos

segun la resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud.

Esta propuesta de investigacion fue aprobada por el comité de ética del Hospital Universitario
Nacional con el acta CEI-HUN-ACTA-2022-08 (Anexo 2).

Los apartados metodolégicos que se describen a continuacion corresponden a una
recopilacién de trabajos previos por parte del grupo de investigacion en Biologia celular y

autoinmunidad enfocados en pacientes con enfermedades reumaticas.
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Diagrama propuesto para el desarrollo metodoldgico de los ensayos celulares.

Cultivos de Sinoviocitos similares a fibroblastos y células
mesenquimales de tejido sinovial

Se recolectaron biopsias de tejido sinovial provenientes de pacientes diagnosticados con OA
temprana de rodilla (n=12) y Artritis reumatoide (n=1). Cada biopsia fue dispuesta
directamente en un tubo Falcon con medio RPMI 1640 conteniendo penicilina-estreptomicina
(100 u/mL penicilina y 100 ug/mL estreptomicina) (Gibco) y suplementado con suero fetal
bovino (SFB) (Gibco) al 5%. Posteriormente, se realizé la digestion del tejido mediante la
adicion de Colagenasa tipo Il, 0,2 % durante 3 horas en condiciones de incubacion a 37°C y
5% CO., luego de la digestion enzimética la suspension resultante se filtr6 por membrana de
nylon para separar el sobrenadante de la biopsia digerida y se centrifugd por 10 minutos a
1500 R.P.M. en centrifuga Eppendorf 5702RH.

Posteriormente, el pellet celular obtenido se resuspendi6 con medio RMPI 1640

suplementado con SFB (Gibco) al 10% y se sembré en placas de cultivo de 6 pozos. La placa



34

se mantuvo en incubacién con una atmadsfera controlada a 37°C y 5% de CO, hasta alcanzar
confluencia celular (15-20 dias) tiempo durante el cual se realiz6 monitoreo por microscopia
de luz y cambios periddicos del medio de cultivo con el fin de mantener los cultivos celulares

en condiciones Optimas de nutrientes, retirar las células no adherentes y el debris celular.

Como método alterno de cultivo también se empled la siembra directa del explante de tejido
sinovial sin el proceso de digestion con colagenasa tipo ll, para lo cual se consideré el aspecto
macroscopico de los fragmentos de la biopsia sinovial a partir del cual se realiz6 una
clasificacion de los fragmentos que presentaban aspecto de tejido adiposo y los fragmentos
con aspecto caracteristico de membrana sinovial, estos dos tipos de fragmentos se
sembraron en pozos independientes con el fin de obtener poblaciones celulares de FLS y
MSC por separado. En cuanto a las condiciones de cultivo, se realizaron de la misma forma
a las establecidas con el tejido sometido a digestion enzimatica. Los cultivos celulares se
mantuvieron en incubacién hasta alcanzar confluencia a una concentracion celular de 1x10°

células/mL.

Posteriormente, una vez los cultivos de las células FLS y MSC alcanzaron confluencia se les
confirio un estimulo proinflamatorio mediante la adicion de TNF-a (Biolegend), empleando
diferentes concentraciones de TNF-a para identificar la mejor respuesta frente al estimulo
proinflamatorio ya que esta citoquina potencializa las alteraciones celulares al modular las
sefales proinflamatorias, que puede manifestarse tanto con la forma de TNF-a soluble al igual
gue con la forma transmembrana [41], aspecto el cual fue evaluado a nivel intracelular

mediante microscopia de fluorescencia.

Las concentraciones de TNF-a incluidas en el experimento fueron determinadas a partir de
datos reportados por literatura que contemplaron estudios realizados en células de linaje
mesenquimal y linaje fibroblastico [42,43,44], dentro de las cuales se encontraron
concentraciones entre el rango de 10 ng/mL hasta los 100 ng/mL y se seleccionaron las
concentraciones de (0 ng/mL, 10 ng/mL, 25 ng/mL y 50 ng/mL) durante un tiempo de 24 horas

para estimular la produccion de las citoquinas IL-17A e IL-20.

Transcurrido el tiempo de estimulacion, las células adherentes a la placa de cultivo fueron
desprendidas fisicamente de la superficie empleando scrapper y luego se realizd
centrifugacion por 10 minutos a 1500 R.P.M, obteniendo asi dos fracciones: la fraccion de los
sobrenadantes de cultivo con estimulo de TNF-a (10 ng/ml, 25 ng/ml'y 50 ng/ml) y sin estimulo
(0 ng/ml) las cuales se almacenaron en tubos Eppendorf y se congelaron a -20°C, hasta
completar el procesamiento de muestras de todos los pacientes para llevar a cabo la prueba
ELISA al final de los experimentos. En cuanto a la fraccion de los pellets celulares obtenidos

de las células estimuladas y de las células no estimuladas con TNF-a, se emplearon para el
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estudio de distribucion y localizacion a nivel intracelular de IL-17A, IL-20 y CD-90 por

microscopia de fluorescencia.

Microscopia de fluorescencia

Para examinar la localizacién y distribucion de IL-17A, IL-20 y CD-90 en células FLS y MSC
se empled la técnica de microscopia de fluorescencia ya que permite conocer la ubicacion de

dichas proteinas fluorescentes a partir del marcaje con fluoréforos especificos.

Una vez las células FLS y MSC provenientes de las biopsias alcanzaron el 80% de
confluencia en cultivo y posterior a la estimulacion con TNF-a, se realizaron 9 experimentos
en células de pacientes con OA temprana de rodilla, 1 experimento con células provenientes
de un paciente con AR y 1 experimento con fibroblastos de piel provenientes de 1 individuo
sano. Las células FLS y MSC se sembraron por triplicado para cada ensayo de fluorescencia.

Las células FLS y MSC se sembraron sobre laminas de vidrio con campos de reaccién de
6 pozos que corresponden a areas circulares delimitadas facilitando la siembra de las
células sobre la lamina y se incubaron a 37°C durante 24 horas. Posteriormente, se les
realizé un primer lavado con PBS estéril a pH 7.4 a 37°C mediante pipeteo manual durante
5 minutos; seguidamente se fijaron las células con solucién de formaldehido (Scharlau 37%
w/w) diluido al 2% en PBS a pH 7.4 durante 30 minutos a 37°C, luego se realizaron lavados
con PBS 3X manteniendo agitacién suave y constante empleando Shaker orbital SK-0180-
E a una velocidad de 20 R.P.M. durante 5 minutos.

Posteriormente, se afiadi6é a cada pozo solucion de Triton 0,1% - Metanol 1,0% (Scharlau
Triton X-100, extra pure; Honeywell Methanol HPLC Grade) en PBS durante 15 minutos,
gue al ser un detergente suave no iénico permite la permeabilizacion de las membranas
celulares [45], transcurrido el tiempo se realizaron lavados con PBS 3X de acuerdo con la

metodologia de lavado previamente descrita.

Después se afiadio solucion de glicina 100 mM durante 10 minutos para bloquear los grupos
aldehidos que quedaron sin reaccionar, con el fin de evitar la generacion de
autofluorescencia y sefiales de fondo [46]. Posteriormente se realizaron lavados con PBS
3X y se incubaron las laminas con solucién de bloqueo (SBF 5% en PBS) durante toda la
noche en refrigeracion a 4°C. Al dia siguiente se agregaron los anticuerpos primarios CD-
90 (Thy-1) Monoclonal Antibody (eBio5E10 (5E10)), acoplado a FITC, eBioscience 1:200;
IL-20 Monoclonal Antibody (OTI2B8) (invitrogen) 1:150; IL-17A Monoclonal Antibody
(eBio64DEC17) 1:200, y se incubaron durante toda la noche en refrigeracion a 4°C. Se
realizaron lavados segun la metodologia descrita y se adicioné el anticuerpo secundario

Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Antibody acoplada a Alexa Fluor
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488-labeled antibody (BioLegend, San Diego, CA, USA) a una concentracion de 2.5 pg/mL.
Se realizaron lavados 3X y luego los nucleos de las células fueron contratefiidoas con DAPI
(4’,6-diamidino-2-fenilindol) durante 5 minutos en oscuridad.

Finalmente, se realizaron lavados 3X y se adiciond liquido de montaje estéril conteniendo
Glicerol + PBS 9:1 ajustado a pH 7.4, con el fin de evitar una rapida aparicién de quenching
fluorescente en los especimenes preparados.

Las imagenes fueron adquiridas con el microscopio Zeiss Axio observer Al con la camara
AxioCam HR3. En todos los experimentos de fluorescencia, se incluyeron 3 controles
negativos correspondientes al control de autofluorescencia, control de anticuerpo primario,
y control de anticuerpo secundario, y las fotografias se procesaron con el Software de
imagen FIJI.

Cuantificacion de IL-17A e IL-20 mediante técnica ELISA

Para la cuantificacion de IL-17A e IL-20, se realiz6 una prueba ELISA para cada una de las
dos interleuquinas empleando dos Kits comerciales para la cuantificacion. Se incluyeron las
siguientes muestras las cuales fueron evaluadas por duplicado correspondientes a 12
sobrenadantes de cultivo de pacientes con OA temprana de rodilla, 1 sobrenadante de
cultivo de 1 paciente con AR y 3 muestras de liquido sinovial de 3 pacientes con OA
temprana de rodilla los cuales durante el procedimiento de biopsia sinovial presentaron

derrame de liquido articular.

Cuantificacion de IL-17A mediante técnica ELISA

Para la cuantificacion de IL-17A, se llevo a cabo una prueba ELISA con el KIT Human IL-
17A ELISA EHIL17A y se siguieron las instrucciones del fabricante Thermo Scientific. a
partir de la cual en una placa de 96 pozos se adicion6 50 uL del reactivo anticuerpo
biotinilado en la placa. Posteriormente, se sembr6 50 uL de los estandares diluidos de Anti-
Human IL-17 Standard para la curva patron y de los sobrenadantes de cultivo por duplicado
en cada pozo; se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente (20 - 25°C), luego se
descarto la solucién y se lavo 3 veces con Buffer de lavado adicionando 400 uL en cada
pozo con pipeteador multicanal manteniendo agitacion suave y constante a 20 R.P.M. con
Shaker orbital SK-0180-E durante 30 segundos, después se realizd la incubaciéon de
estreptavidina-HRP adicionando 100 uL en cada pozo permitiendo un tiempo de incubacion
de 1 hora, pasado el tiempo se descarté el contenido de la placa y se repitio el procedimiento

de lavado 3 veces.
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Después se sembrd 100 uL en cada pozo de la solucién sustrato TMB con un tiempo de
incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente, luego se afiadio 100 uL de la solucion
Stop en cada pozo y se realizé la lectura de la placa en el rango de tiempo de los 30 minutos
siguientes a la reaccion de detencién midiendo la absorbancia mediante un lector de placas
Dynex Triad con el software Triad Series Concert a las longitudes de onda de 450 nm y 550

nm.

Cuantificacion de IL-20 mediante Test ELISA

Para la cuantificacion de IL-20, se llevd a cabo una prueba ELISA de acuerdo con las
instrucciones del fabricante Thermo Scientific. Se empleé el KIT Human IL-20 ELISA
EHIL20, a partir del cual en una placa de 96 pozos se adicion6 100 uL de cada estandar
para realizar la curva patron, se sembré 100 uL de cada uno de los sobrenadantes
provenientes de las muestras procesadas en el estudio, se cubrid la placa y se mantuvo la
reaccion durante 2.5 horas a temperatura ambiente manteniendo agitacion suave y
constante a 20 R.P.M. con Shaker orbital SK-0180-E. Luego se descarté la solucion y se
lavé 4 veces con Buffer de lavado 1X adicionando 300 uL en cada pozo con pipeteador
multicanal manteniendo agitacion suave y constante a 20 R.P.M. durante 30 segundos.

Posteriormente, se adicionaron 100 uL de anticuerpo biotinilado 1X a cada pozo y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente (20-25°C) manteniendo agitacion suave y constante
a 20 R.P.M. con Shaker. Seguidamente, se realizaron lavados de acuerdo con la
metodologia descrita previamente, se adiciond la solucién estreptavidina-HRP a cada pozo
y se incub6 durante 45 minutos a temperatura ambiente con agitacién suave y constante a
20 R.P.M. con Shaker. Se realizaron nuevamente lavados 4X y se agregé 100 uL del
sustrato TMB a cada pozo, se incubd durante 30 minutos en condiciones de temperatura
ambiente y oscuridad, manteniendo el mismo sistema de agitacibn previamente
mencionado. Después se agreg6 50 uL de la solucién Stop a cada pozo y se realiz6 la

lectura de la placa realizando el mismo protocolo descrito para la cuantificacion de IL-17A.
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Analisis estadistico

Los resultados de intensidad media de fluorescencia fueron tratados mediante un Test Anova
unidireccional, con un nivel de significancia de 95% (p < ,05); que en conjunto, para analizar
las comparaciones entre los grupos de experimentos: IL-17A + Alexa Fluor 488; IL-20 + Alexa
Fluor 488; CD-90 en su produccién constitutiva y regulada, respecto al grupo control de
autofluorescencia se empled la prueba de comparacion multiple de Dunnett. Los datos

obtenidos se analizaron con GraphPad Prism 10.1.2.
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Resultados y Discusion

La prevalencia de la OA incrementa con la edad, de los pacientes incluidos en el estudio la
mediana de edad fue de 60 afos, del total el 86% fueron a mujeres y el 14% hombres, lo cual
concuerda con lo reportado por literatura ya que el sexo constituye un factor determinante en
la epidemiologia de la OA pues en mujeres mayores de 50 afios es mas frecuente que sufran
afectaciones en las articulaciones de las manos, los pies, las rodillas y tienen una mayor
tendencia a desarrollar OA generalizada, lo cual podria estar relacionado con el papel que
desempefian las hormonas sexuales y la disminucion en el nivel de estrégenos que

experimentan las mujeres en etapa posmenopausica.

También se determiné el indice de masa corporal (IMC) ya que la condicion de obesidad se
relaciona con un mayor estrés metabdlico y aumento en la carga mecéanica en las rodillas,
como se representa en la tabla 1. El 57% de los pacientes se encontraban en soprepeso y
solamente el 30% en un rango de peso corporal normal constituyendo de esta manera un
factor de riesgo importante para el padecimiento de la OA debido a los cambios metabdlicos

que favorecen la inflamacién [47].

IMC (Kg/m?) (%)
Desnutricion (<18) 0
Normal (18 - 24,9) 30

Sobrepeso (25 - 29,9) 57
Obesidad (30) 13
Sexo (%)
Hombres 14
Mujeres 86

Tabla 1. Variables sociodemogréficas de los pacientes incluidos en el estudio

Estandarizacion de cultivos primarios de sinoviocitos

La estandarizacién de cultivos de FLS y MSC a partir de biopsias de pacientes con OA
temprana de rodilla permite la obtencion de una fuente homogénea de células, cuya
importancia radica en que la OA al ser una enfermedad que presenta inflamaciéon de bajo
grado y degradacion del cartilago articular implica cambios a nivel celular y molecular.
Ademds, de acuerdo con lo reportado en literatura las células FLS y MSC contribuyen a la

inflamacién sinovial y a la destruccién articular en la OA pues parte de sus funciones a nivel
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sinovial corresponde a sintetizar componentes que hacen parte de la matriz extracelular de
los tejidos conectivos necesarios para mantener la homeostasis, al igual que participar en las

respuestas de reparacion y produccién de mediadores inflamatorios.

De acuerdo con lo anterior, para estudiar los cambios a nivel microscépico se establecieron
cultivos obtenidos a partir de biopsias sinoviales de 12 pacientes diagnosticados con OA
temprana de rodillay 1 paciente con AR empleando como métodos de cultivo celular el cultivo
con digestion enzimatica y y cultivo directo de explantes de tejido sinovial de los cuales se
aislaron células FLS y MSC.

En la Figura 5 (A-C) se presenta las caracteristicas macroscopicas de las muestras
procesadas con aspecto fibroso y adiposo lo cual conllevé a realizar cultivos de manera
diferencial para lograr el aislamiento independiente de FLS y MSC. En primer lugar, se evalué
el aspecto de la muestra extraida clasificando aquellos fragmentos que presentaban un color
blanquecino con apariencia grasa respecto a los fragmentos de membrana. Segun el método
de cultivo se someti6 la muestra a digestién enzimatica, en el que el tejido digerido fue filtrado
(Figura 5 B) al igual que el método de cultivo directo de explante (Figura 5 C) en el cual estos
fragmentos se sembraron sobre cada uno de los pozos de la placa de cultivo celular.

Figura 5. Aspecto macroscopico de la biopsia de tejido sinovial.
(A) Aspecto macroscopico de la biopsia conteniendo fracciones de tejido adiposo y

membrana sinovial (B) Aspecto de la biopsia posterior a la digestion enzimatica
(C) Clasificacion de los fragmentos del explante para iniciar el crecimiento en cultivo.
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La composicion de los explantes fue determinante para el crecimiento de FLS y MSC a partir
de las muestras de tejido sinovial en las cuales se identificaron caracteristicas morfolégicas
tipicas del linaje fibroblastico mostrando una morfologia fusiforme, con nucleos planos y

ovalados, la cual se mantuvo durante el periodo de cultivo.

Considerando que la mayoria de las muestras de los pacientes incluidos en el estudio
contenian fracciones de tejido adiposo, lo cual se identificé a nivel macroscoépico en los
fragmentos de color blanco como se observa en la Figura 5(C), a nivel microscopico también
se evidencio la presencia de células con caracteristicas adiposas en diferente estado de
madurez correspondientes a adipocitos maduros y células MSC (Figura 6 A), en esta etapa

el cultivo se encontraba en un 30% de confluencia celular.

En cuanto al aspecto fibroso de la membrana sinovial, se pueden observar células FLS
(Figura 6 B) en un nivel de confluencia celular aproximada del 80% con base a la totalidad de

la superficie de la placa la cual se encontraba totalmente tapizada por células adherentes.

Figura 6. Aspecto microscopico de la biopsia sinovial procesada.

(A) Células MSC junto con células adiposas maduras, las flechas negras sefialan
adipocitos maduros (B) Biopsia sinovial de paciente con OA temprana de rodilla con. Se

presentan células FLS migrando desde el explante. Magnificacion 10X

Como parte del seguimiento al cultivo celular se encontraron diferencias en la velocidad de
crecimiento, para el caso de las células MSC estas tenian una tasa de proliferacién mayor en
comparacion con los FLS derivados de los explantes de membrana sinovial, dicha velocidad
de crecimiento aument6 cuando se cultivd el explante directamente sin efecto de la digestion
del tejido con la enzima colagenasa tipo Il, esta diferencia puede ser atribuida a que el método
enzimatico en conjunto con los pasos adicionales de lavado y filtracion requeridos repercuten
sobre la viabilidad celular debido a la actividad litica y a una menor capacidad de adhesién

celular a la placa de cultivo.
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En cuanto al método en el cultivo directo del explante, las células al ser transferidas desde
condiciones in vivo a condiciones in vitro manteniendo la presencia de un fragmento de tejido
genera un mayor grado de semejanza respecto a su entorno de origen y por ende mejora la
estabilidad del microambiente del cultivo, al igual que una mayor tolerancia al estrés

provocado por el aislamiento celular en curso.

Los cultivos bidimensionales de células ofrecen una disposicibn adecuada para la
propagacion celular en una superficie plana, los cuales permitieron evaluar la migracion
celular que para el caso de las células de linaje mesenquimal y fibroblastico es una
caracteristica importante debido a que se catalogan como células de fuerte migracion en las

cuales se pueden encontrar extensiones celulares largas [48].

La migracion celular involucra el movimiento e interacciones laxas mediadas por uniones
adherentes transitorias a nivel intercelular que facilitan la unién mecanica de una célula a otra,
asi también determinan el comportamiento movil [49] manteniendo las adherencias entre
células con la capacidad de formar grupos con diferente potencial protrusivo de traccién y de
retraccién que promueven la migracion celular en una polaridad anteroposterior. Ademas,
estos contactos célula-célula establecen una tensiébn mecanica, con una organizacion
espacial determinada en términos de velocidad, persistencia, polaridad y trayectoria [50,51].
Para el caso de las células FLS, en la migracion celular las fuerzas intracelulares son
impulsadas por el ensamblaje de actina presente en los lamelipodios que conllevan a crear
interacciones mediante la extension de las protuberancias que poseen un alto contenido en
actina [52].

La expresion a nivel espacial y temporal de ciertos componentes proteicos tales como
miosina, cadherinas e integrinas también influyen en la adhesion y migracion celular y en
conjunto genera una fuerza de empuje hacia afuera desde el extremo anterior de los
fibroblastos y luego un efecto de retraccién sobre la porcion de la cola mediante un
mecanismo de tug-of-war “tira y afloja” que hace referencia al proceso de extensién y
retraccion de los lamelipodios seguido de la translocacion, que finalmente se traduce en la

movilidad y migracion de las células [53,54].

Este comportamiento migratorio descrito se representa en la Figura 7 (A-C) el cual recobra
importancia ya que brinda una aproximacion acerca del comportamiento celular en el tejido
sinovial durante los procesos fisiopatologicos relacionados con la patogénesis de la OA tanto
en la degeneracion del cartilago como en la morfogénesis y constituye ademas una aplicacion

potencial en ingenieria de tejidos.
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Direccion de 4 Adhesion transitoria
migracién célula-célula

Figura 7. Aspecto microscépico de la migracién de células desde el explante hacia la
placa de cultivo

(A-C) Micrografias de células emergentes del explante de cultivo. Magnificacion 10X (B)
Micrografia con magnificacion 20X (D) Patron de migracion colectiva mesenquimal.
Adaptado de Scarpa E, 2016 [49].

Como parte de la estandarizacion se llevé a cabo el seguimiento de las tasas de confluencia
celular en funcion del tiempo. En la Figura 8 (A-C) se observan células FLS adherentes a la
placa de cultivo en una etapa inicial de crecimiento con una tasa de confluencia del 10%
aproximadamente y en la Figura 8 (D) a una confluencia aproximada del 80% nivel de

confluencia en el cual se realiz6 desprendimiento y expansion celular.

Esta muestra de FLS en cultivo celular proviene de un paciente con AR temprana de rodilla
empleada como control positivo de inflamacion para el posterior andlisis de citoquinas, dado
gue es un tipo de artritis en el cual esta ampliamente demostrado un componente inflamatorio
gue se manifiesta con una mayor severidad en comparacion con la inflamacién de bajo grado

presente en la OA temprana de rodilla.
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Figura 8. Micrografias de FLS a partir de biopsia sinovial de paciente con AR
temprana de rodilla
(A,D) FLS con magnificacion 4X (B) FLS con magnificacién 10X (C) FLS con

magnificacion 20X (E-G) Microscopia DIC de FLS estimulados con TNF-a. Magnificacion
40X

En la Figura 9 se muestran caracteristicas en cultivo de dos poblaciones celulares
encontradas en el microambiente sinovial de uno de los pacientes con OA. En la Figura 9 (A-
B) se observan células MSC aisladas a partir de la fraccion adiposa del explante manteniendo
una morfologia fusiforme, nicleos redondos a ovalados y que en términos comparativos
alcanzaron una confluencia celular en un tiempo mas corto respecto al tiempo requerido para
el crecimiento en cultivo de FLS siendo esta una caracteristica comun a todos los cultivos

evaluados.
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En las Figuras 9 (C-D) se presentan FLS derivados de la porcién del explante de membrana
sinovial. En la figura 9 (C) se encontré una morfologia particular, la cual podria corresponder
a FLS en etapa de senescencia, en la que, si bien se mantiene la morfologia dictada por la
arquitectura del tejido durante esta etapa, las células se vuelven planas y vacuolizadas; dicha
vacuolizacién se asocia con el estrés del reticulo endoplasmico causado por modificaciones

en el plegamiento de las proteinas [55].

Otro de los cambios a nivel morfolégico es que presentan un nucleo fragmentado y con
incremento en su tamafo ya que durante esta etapa experimentan remodelacién a nivel de
la cromatina nuclear y la inducciéon de un metabolismo oxidativo que a su vez favorece la
desorganizacion de organelos a nivel de su estructura celular probablemente debido a los

procesos de autofagia que se encuentran activos.

Las células FLS en etapa de senescencia abandonan su forma ahusada para adoptar una
morfologia aplanada tipica, con procesos celulares elongados y numerosos
autofagolisosomas que son indicativo de la activacion de las vias de autofagia que hacen

parte de fendmenos de estrés y senescencia celular [56].

Se ha propuesto que la senescencia celular esta implicada en la OA al ser una etapa que se
inicia de forma prematura en respuesta a diferentes estimulos inflamatorios perjudiciales que
hacen parte de la enfermedad. La presencia de células senescentes es provocada por
diferentes tensiones a nivel local en la articulacién afectada lo que contribuye a la patogénesis
de multiples enfermedades reuméaticas tanto en su etapa temprana como durante la
progresion en el tiempo debido en parte a que las interacciones establecidas con las demas
células sinoviales promueven un estado de inflamacion e impiden la capacidad de

autoregeneracion del tejido [57].

Es importante considerar el estado de senescencia ya que es una caracteristica de las células
FLS que favorece la permanencia de la OA y el desarrollo del fenotipo inflamatorio. No
obstante, para confirmar que corresponden a células senescentes se propone la realizacion
de estudios adicionales como por ejemplo andlisis de scRNA-seq con el fin de determinar los

cambios transcripcionales implicados y el fenotipo secretor asociado a la senescencia [57,58].
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Figura 9. Micrografias en placa de cultivo de células FLS y MSC a partir de biopsia
sinovial de paciente con OA temprana de rodilla.

(A-B) MSC obtenidas a partir de explante de tejido adiposo. Magnificacion de 10X y 20X
respectivamente (C) FLS en posible etapa de senescencia. (D) FLS a partir de fragmento de
membrana sinovial. Magnificacion 10X

En la Figura 10 (A-D) se muestran células MSC que hacen parte del tejido sinovial con
morfologias alargadas y de huso, las cuales presentaron una mayor capacidad de
proliferacion celular en comparacién con los FLS aislados en cultivo. En la Figura 10 (D) se
encontraron células MSC con morfologias poligonales y alargadas, y una coloracién particular
gue podria corresponder a células MSC con potencial de diferenciacion condrogénico cuya
coloracion estaria relacionada con el contenido de colageno tipo Il, colageno tipo X y
proteoglicanos las cuales son biomoléculas que hacen parte del cartilago articular [59].

Cabe resaltar que para verificar el potencial condrogénico se deben llevar a cabo pruebas
adicionales que asi lo demuestren, tales como verificar la expresion de los antigenos CD44,
CD73 y CD105 [60] en conjunto con las condiciones de cultivo celular empleando un medio
de cultivo condrogénico que faciliten su aislamiento, al igual que pruebas histolégicas de
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tincion con azul de toluidina para evidenciar la formacién de anillos de matriz extracelular
tefiida metacromaticamente debido al contenido de proteoglicanos y colagenos que se

encuentran a nivel intracelular [61].
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Figura 10. Seguimiento cronoldgico del crecimiento en cultivo de células MSC a partir
de biopsia sinovial de paciente con OA temprana de rodilla.
(A) MSC tras 6 dias de cultivo (B) MSC con 9 dias de cultivo (C) Fragmento de tejido
adiposo con células MSC emergentes del explante transcurridos 21 dias de cultivo
(D) MSC tras 30 dias de cultivo con posible potencial condrogénico. Magnificacion 10X.

En la Figura 11 (A-B) Se presentan adipocitos maduros con formas esféricas conteniendo
una gota lipidica unilocular que ocupa la mayor parte del volumen citoplasmatico desplazando
a su vez a los demas organelos hacia la periferia [62]. Los adipocitos se presentan en un tono
blanco y algunos con una coloracion marrén, esta puede atribuirse a mitocondrias que
contienen hierro y le otorgan dicho color, para verificar la identificacion como adipocitos se
requieren llevar a cabo pruebas adicionales de tincion tales como QOil red que tifie células de
naturaleza lipidica y por lo tanto permite confirmar su identidad [63].
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Los adipocitos son un tipo celular que recobra importancia en la OA debido a que tanto el
tejido adiposo a nivel sinovial al igual que la grasa infrapatelar la cual se encuentra proxima
a la membrana sinovial son fuente de MSC y de adipocitos maduros los cuales almacenan
lipidos y participan en diferentes funciones a nivel metabdlico, por ende estan implicados en
la inflamacion de bajo grado en la OA debido a la secrecion de adipoquinas y citoquinas
proinflamatorias incluidas IL-6, IL-17A; IL-20 y TNF-a entre otras, que ejercen actividad
proinflamatoria en el microambiente local promoviendo el mantenimiento de la OA en el
tiempo. Ademas, la obesidad provoca estrés metabdlico que promueve la secrecidén de estas

citoquinas [64].

Figura 11. (A-B) Adipocitos esféricos maduros compuestos por gotas lipidicas.

En la Figura 12 (A-B) Se observan FLS provenientes de una de las biopsias de pacientes con
OA temprana de rodilla adherentes a la superficie de la placa exhibiendo células con
morfologias heterogéneas, algunas estrelladas, en comparacion con los fibroblastos
alargados en forma de huso provenientes de la piel de un individuo sano (Figura 12 C) que
demostraron un patrén de crecimiento en cultivo mas homogéneo, lo cual podria estar
relacionado con el comportamiento invasivo y agresivo que adquieren las células FLS en
pacientes con OA [65]. Por otro lado, se analizaron fibroblastos de piel provenientes de 1
individuo sano como control experimental para evidenciar la produccion constitutiva y
regulada del marcador de superficie CD-90. En el andlisis por microscopia de luz se observo
una morfologia fusiforme y la capacidad de adherencia a la placa de cultivo.
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Figura 12. Microscopia de luz de células FLS en pacientes con OA temprana de rodilla
y de fibroblastos piel de individuo sano
(A-B) FLS estimulados con TNF-a a partir de biopsia sinovial de paciente con OA temprana
de rodilla. Magnificacion 20X. (C) Fibroblastos de piel en reposo a partir de biopsia de
individuo sano. Magnificacion 10X

La estimulacion con TNF-a ha demostrado ser util para explicar como se produce la
inflamacién en la OA, pues su comportamiento proinflamatorio se produce en respuesta a la
lesion del cartilago y otros estimulos. Cuando ocurre una lesion articular, las células FLS y
los macréfagos responden produciendo TNF-a, lo que a su vez genera un efecto sinérgico en
la produccion de otras citoquinas inflamatorias y enzimas catabdlicas dentro de las que se
encuentran IL-17A, 1L-20, al igual que MMPs [66].

Las células FLS y MSC derivadas de pacientes con OA pueden ser estimuladas por TNF-a a
través de la activacion de la via de sefializaciéon NF-kB, que induce la produccion de enzimas
capaces de degradar el cartilago y citoquinas proinflamatorias. Ademas, TNF-a también
puede estimular la produccion de MMPs por parte de las células FLS, lo que contribuye a la
degradacion del cartilago [66], esto indica una diferencia importante entre células FLS de un
individuo sano y FLS de pacientes con OA ya que en presencia de la enfermedad tienen una
mayor capacidad para producir citoquinas y enzimas que degradan el cartilago articular
favoreciendo la progresién de la enfermedad adicional a que las células FLS en OA también
tienen una mayor expresion de receptores para TNF-q, lo cual los hace mas sensibles a su

accion proinflamatoria.

Se evalud el efecto proinflamatorio en células FLS y MSC adherentes estimuladas con
diferentes concentraciones de TNF-a (0, 10, 25 y 50 ng/ml) ya que es una citoquina
proinflamatoria que induce cambios en las células, transformando su morfologia de células
aplanadas y dispersas a células mas retraidas y cubiertas de lamelipodios, lo cual se pudo
evidenciar en la Figura 13 (A-C), estos cambios corresponden a prolongaciones de la
membrana celular producidas por la accion de microfilamentos que tienen un alto contenido

de actina, colageno y glicoproteinas [67].
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Las células estimuladas presentaron diferentes ramificaciones de lamelipodios tanto en
namero como en elongacion que corresponden a lamelipodios espinosos de naturaleza
lipidica formando redes en patrones irregulares que de acuerdo con lo reportado por literatura,
una de sus funciones corresponde a la ingestion de nutrientes y a la locomocion, esto puede
contribuir a una mejor interaccién celular, pues un aumento en el nimero de lamelipodios en
la superficie de la membrana promueve la comunicacién celular, dichos fenbmenos de
retraccion y extension de lamelipodios se manifestaron en una relacion dependiente de la

concentracion ante el estimulo inflamatorio ejercido por TNF-a. [68,69,70].

100 pm

Figura 13. Estimulo de TNF-a a diferentes concentraciones en células MSC
provenientes de pacientes con OA temprana de rodilla.
(A) MSC sin estimulo de TNF-a (B) MSC con estimulo de TNF-a 25 ng/mL (C) MSC con
estimulo de TNF-a 50 ng/mL. Magnificacion 4X. Las imagenes son representativas

de 3 experimentos por triplicado.

Microscopia de fluorescencia

Con el objetivo de evaluar la distribucion y localizacion intracelular de IL-17A, IL-20 al ser
citoquinas que participan en la inflamacién a nivel sinovial en OA a través de las células
efectoras FLS y MSC, al igual que del marcador CD-90 para verificar el linaje mesenquimal

y fibroblastico, posterior al aislamiento en cultivo celular de FLS, MSC y fibroblastos de piel.

Se realizaron en total 11 experimentos por microscopia de fluorescencia correspondientes
a 9 experimentos en células de pacientes con OA temprana de rodilla, 1 experimento con
células provenientes de un paciente con AR y 1 experimento con fibroblastos de piel
provenientes de un individuo sano, para los cuales las células FLS, MSC y fibroblastos se

sembraron por triplicado para cada ensayo.

CD-90 (Thy-1) es una glicoproteina de superficie celular conservada de 25 a 37 kDa,

altamente N-glicosilada, anclada a glicofosfatidilinositol. Recientemente, CD-90 se ha
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identificado como marcador de fibroblastos que suelen proliferar en las zonas perivasculares
de los tejidos sinoviales de la OA y se considera que estéd implicado en la destruccion tisular
por genes expresados al alza, relacionados con la diferenciacién o activacion de osteoclastos
tales como el ligando del receptor activador de NF-kB.

El anticuerpo especifico contra CD-90 fue utilizado para evidenciar su produccién constitutiva
y regulada dado que esta presente en células de linaje mesenquimal y de linaje fibroblastico
permitiendo confirmar los tipos celulares evaluados en este estudio. En la Figura 14 (A-C) se
observa la produccién constitutiva de CD-90 en fibroblastos obtenidos a partir de una biopsia

de piel de 1 individuo sano.

De acuerdo con lo anterior, se evalué la produccién constitutiva de CD-90 en fibroblastos de
piel, al igual que la produccion regulada en fibroblastos FLS y células MSC derivadas de
pacientes con OA temprana de rodilla estimulados con TNF-a, cuya distribucion se observo
a nivel citoplasmético con una tendencia a enriquecerse en la region perinuclear lo cual se
podria atribuir a que en esta region se ubican el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi
que establecen interacciones entre si durante la sintesis de proteinas [71,72].

Figura 14. Microscopia de Fibroblastos de piel provenientes de biopsia de individuo

sano para la evaluacién constitutiva de CD-90.
(A) Microscopia DIC. (B) Fluorescencia del marcador de superficie especifico de
fibroblastos CD-90/Thyl (5E10) [FITC]; (C) Merge: DIC + Fluorescencia CD-90/Thy1
(5E10) [FITC]. Magnificacién 40X (Las imagenes son representativas de 1

experimento por triplicado).

Las citoquinas IL-17A IL-20 y el marcador de superficie CD-90 se evidenciaron en FLS y MSC
lo que sugiere que estas células podrian ser fuentes importantes de IL-17A e IL-20 en el
medio sinovial de pacientes con OA. En la Figura 15 (A-L) y Figura 16 (A-L) se presenta el
andlisis por microscopia de fluorescencia en las cuales se observa el marcaje de estas
citoquinas en células FLS y MSC de forma correspondiente provenientes de pacientes con

OA temprana de rodilla.
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Para los experimentos de microscopia de fluorescencia se realizaron experimentos en células
provenientes de pacientes con OA temprana de rodilla para cada uno de los cuales se
emplearon triplicados de cada ensayo (IL-17A, IL-20 y CD-90). Adicionalmente, con el objetivo
de evidenciar la ausencia de fluorescencia, se emplearon como control negativo FLS y MSC
provenientes de pacientes con OA temprana de rodilla, los cuales fueron sometidos al mismo
procesamiento de fijacién y lavado, a diferencia de que en lugar de emplear la marcacién de
anticuerpos primarios y secundarios se adicioné solucion de blogueo, esto se evidencia en la
Figura 19 (A-F) y Figura 20 (A-F). Para el caso de IL-17A e IL-20 presentaron una marcacion
a nivel citoplasmatico y dicho patrén de distribucion fue comin a todos los experimentos

realizado en células MSC y FLS.
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Microscopia de fluorescencia en FLS a partir de pacientes con OA temprana de rodilla

con un tiempo con estimulo de TNF-Alfa de 24 horas

Figura 15. Microscopia de FLS provenientes de biopsia de pacientes con OA
temprana de rodilla.
(A) DIC para CD-90 NA (B) Fluorescencia para CD-90 NA (C) Merge: DAPI +

fluorescencia para CD-90 NA (D) DIC para CD-90 A (E) Fluorescencia para CD-90 A
(F) DAPI + fluorescencia para CD-90 A (G) DIC para IL-17A (H) Fluorescencia para
IL-17A (1) Merge: DAPI + fluorescencia para IL-17A. (J) DIC para IL-20 (K)
Fluorescencia para IL-20 (L) Merge: DAPI + fluorescencia para IL-20. Magnificacion
40X (NA: Sin estimulo de TNF-a para la evaluacion constitutiva de CD-90); (A: Con
estimulo de TNF-a para la evaluacion requlada de CD-90). Magnificacion 40X
(Las imagenes son representativas de 9 experimentos por triplicado para cada

ensayo).
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Microscopia de fluorescencia en MSC a partir de pacientes con OA temprana de rodilla

con un tiempo de estimulo con TNF-Alfa de 24 horas

Figura 16. Microscopia de MSC provenientes de biopsia de pacientes con OA
temprana de rodilla estimulo de TNF-Alfa de 24 horas

(A) DIC para CD-90 NA (B) Fluorescencia para CD-90 NA (C) Merge: DAPI +
fluorescencia para CD-90 NA (D) DIC para CD-90 A (E) Fluorescencia para CD-90 A
(F) DAPI + fluorescencia para CD-90 A (G) DIC para IL-17A (H) Fluorescencia para
IL-17A (1) Merge: DAPI + fluorescencia para IL-17A. (J) DIC para IL-20 (K)
Fluorescencia para IL-20 (L) Merge: DAPI + fluorescencia para IL-20. Magnificacion
40X (NA: Sin estimulo de TNF-a para la evaluacion constitutiva de CD-90); (A: Con
estimulo de TNF-a para la evaluaciéon regulada de CD-90). Magnificacion 40X

(Las imagenes son representativas de 9 experimentos por triplicado para cada ensayo).
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Considerando las posibles diferencias en la produccion intracelular del marcador CD-90, se
evaluaron células MSC y FLS por microscopia de fluorescencia en ausencia de TNF-a (0
ng/mL) y en presencia de TNF-a (25 y 50 ng/mL), en las cuales se aumentd el tiempo
establecido de la duracion de estimulo a 72 horas, para verificar si habia una mayor
produccion de CD-90 debido a que en algunos procesos inflamatorios el tiempo de contacto
con el estimulo inflamatorio incrementa la actividad. En la Figura 17 se observa una
produccion regulada que incrementd con el tiempo de estimulo, ademas a partir de las
micrografias en DIC de evidencia la morfologia fusiforme con un aumento en la longitud de

los lamelipodios los cuales promueven las interacciones y la comunicacioén intercelular.

Microscopia de fluorescencia en MSC a partir de pacientes con OA temprana de rodilla

con un tiempo de estimulo con TNF-Alfa de 72 horas

: C
N
Figura 17. Microscopia de MSC provenientes de biopsia de pacientes con OA
temprana de rodilla con estimulo de TNF-Alfa de 72 horas

(A) DIC para CD-90 NA (B) Fluorescencia para CD-90 NA (C) Merge: DAPI +
fluorescencia para CD-90 NA (D) DIC para CD-90 A (E) Fluorescencia para CD-90 A
(F) Merge: DAPI + fluorescencia para CD-90 A. Magnificacion 40X. (NA: Sin
estimulo de TNF-a para la evaluacion constitutiva de CD-90); (A: Con estimulo de
TNF-a para la evaluacion regulada de CD-90).

Magnificacion 40X. (Las imagenes son representativas de 9 experimentos por

triplicado para ensayo).

Se empled la técnica de microscopia de fluorescencia confocal para evidenciar la distribucion
y localizacion intracelular con un mayor contraste dado que permite generar secciones opticas

desde el plano de interés mejorando la definicion en la localizacion de IL-17A e IL-20 en
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células FLS, adicionalmente se obtuvieron imagenes a unna mayor magnificacion en este
caso 60X. Como se observa en la Figura 18, posterior a la separacion de canales con el
software FIJI la marcacion de fluorescencia se presenta en una coloracion verde y los nlcleos
de las células en color azul, a partir de las cuales se sugiere que la localizacion de IL-17A e

IL-20 es a nivel citoplasmatico con tendencia al enriquecimiento en las zonas perinucleares.
. C
.

Figura 18. Microscopia de fluorescencia confocal de FLS provenientes de biopsia de
pacientes con OA temprana de rodilla.

(A) Microscopia DAPI IL-17A + Alexa Fluor 488 (B) Fluorescencia de IL-17A + Alexa
Fluor 488 (C) Merge: DAPI + Fluorescencia (D)Microscopia DAPI IL-20 + Alexa Fluor
488 (E) Fluorescencia de IL-20 + Alexa Fluor 488 (F)Merge: DAPI + Fluorescencia.
Magnificacion 60X. (Las imagenes son representativas de 1 experimento por triplicado

para cada ensayo).



Controles de Fluorescencia para células FLS

Figura 19. Controles negativos de fluorescencia en FLS provenientes de biopsia de

pacientes con OA temprana de rodilla.

(A) Microscopia DIC del Control de anticuerpo primario (B) Microscopia de fluorescencia del
Control de anticuerpo primario (C) Microscopia DIC del Control de anticuerpo secundario
(D) Microscopia de fluorescencia del Control de anticuerpo secundario (E) Microscopia DIC
de Control de autofluorescencia (Anticuerpo primario y secundario) (F) Microscopia de
fluorescencia del Control de autofluorescencia (Anticuerpo primario y secundario).

Magnificacién 40X. (Las imagenes son representativas de 9 experimentos por triplicado).
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Controles de Fluorescencia para MSC

Figura 20. Controles negativos de fluorescencia en MSC provenientes de biopsia de
paciente con OA temprana de rodilla.

(A) Microscopia DIC del Control de anticuerpo primario (B) Microscopia de fluorescencia del
Control de anticuerpo primario (C) Microscopia DIC del Control de anticuerpo secundario
(D) Microscopia de fluorescencia del Control de anticuerpo secundario (E) Microscopia DIC
de Control de autofluorescencia (Anticuerpo primario y secundario) (F) Microscopia de
fluorescencia del Control de autofluorescencia (Anticuerpo primario y secundario).

Magnificacion 40X. (Las imagenes son representativas de 9 experimentos por triplicado).
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Intensidad Media de fluorescencia
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Grafica 1. Intensidad Media de fluorescencia Mean Gray Value a partir células MSC y
FLS paraIL-17A e IL-20
(A) Control de autofluorescencia (B) Control de Anticuerpo primario (C) Control de
Anticuerpo secundario (NA: Sin estimulo de TNF-a para la evaluacién constitutiva de CD-
90); (A: Con estimulo de TNF-a para la evaluacién regulada de CD-90) (* P<0,05).

A partir de las fotografias obtenidas por microscopia DIC, DAPI y fluorescencia, se realizé el
procesamiento en el Software FIJI, por medio del cual se asigno el pseudocolor en los canales
correspondientes de azul con la sonda DAPI para la marcacion de nuacleos celulares y el

pseudocolor en verde para el marcador CD-90-FITC y Alexa Fluor 488.

Posteriormente, se realiz6 la semicuantificacion de fluorescencia para cada experimento, que
consistio en llevar a cabo la lectura de las fotografias las cuales se encontraban en un rango
aproximado de 15 células por campo visual, cuyo ensayo se realiz6 por triplicado, de esta

manera se evalud para cada experimento la variacion en intensidad de las células para
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determinar los valores medios de grises de los pixeles de la seleccién de acuerdo con el ROI
Region of Interest seleccionado, que consistio en el area de cada célula denotada por la

variacion en intensidad de la escala de grises.

Después, por medio del Software GraphPad Prism 10.1.2 se realizé el andlisis estadistico
mediante una prueba Anova unidireccional, con la cual se obtuvo un valor de P<0,05 (0,016).
Con el objetivo de establecer comparaciones entre los grupos de experimentos: IL-17A +
Alexa Fluor 488; IL-20 + Alexa Fluor 488; al igual que CD-90 en su produccion constitutiva y
regulada, considerando que es un marcador de superficie que se produce en forma
constitutiva (CD-90 NA) y en forma regulada en respuesta a un estimulo en este caso
conferido por TNF-a (CD-90 A). Sin embargo, con base en el andlisis de la intensidad de
fluorescencia no se encontré diferencia estadisticamente significativa entre estos dos grupos

para los campos visuales procesados.

Los experimentos anteriormente mencionados también se compararon respecto al grupo
control de autofluorescencia, anticuerpo primario y anticuerpo secundario, mediante la prueba
de comparacién multiple de Dunnett, con la cual se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los valores de las medias evaluados respecto a los grupos control obteniendo

valores de P menores a 0,05.

Cuantificacion de IL-17A e IL-20 por Test ELISA

Para el ensayo de cuantificacién de IL-17A e IL-20 por Test ELISA se incluyeron las muestras
evaluadas por duplicado de 12 sobrenadantes de cultivo de pacientes con OA temprana de
rodilla, 1 sobrenadante de cultivo de 1 paciente con AR que fueron adquiridos de los cultivos
celulares a partir de las biopsias sinoviales de pacientes con OA y 3 muestras de liquido
sinovial de 3 pacientes con OA temprana de rodilla con derrame de liquido articular; los
liguidos sinoviales provienen de pacientes con OA que al momento de realizar la biopsia

sinovial presentaban derrame de liquido articular.

Se establecieron curvas patron estandar para IL-17A e IL-20 mediante Test ELISA como se
puede observar en las gréficas 2 y 3,en el rango de concentracion de 0 pg/mL a 2000 pg/mL
para IL-17A y de 0 a 32 pg/mL para IL-20. A partir de las cuales se cuantificaron los niveles
de IL-17A e IL-20 en las muestras de sobrenadantes de cultivo de FLS y MSC obteniendo un
valor promedio de 0,085 ng/mL con una desviacion estandar de 0,0015% y en cuanto a los
niveles de 1L-20 se obtuvo un valor promedio de 0,0157 ng/mL con una desviacion estandar
de 0,14%. Indicando que los valores muestrales obtenidos tienen una baja dispersion entre

los datos.
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De los pacientes incluidos en este estudio, 3 pacientes durante el procedimiento de biopsia
sinovial presentaron derrame de liquido sinovial el cual fue incluido en el Test ELISA con el
fin de identificar posibles diferencias en la concentracion de IL-17A e IL-20 en comparacion a
los sobrenadantes de cultivo celular provenientes de las biopsias de los demas pacientes
dado que el liquido sinovial extraido desde el microambiente nativo hace parte de la reaccion

inflamatoria y se caracteriza por tener factores proinflamatorios dentro de su composicion.
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Como se observa en la grafica 7, los valores obtenidos de IL-17A e IL-20 demostraron un
nivel similar en comparacion con los sobrenadantes, de esta manera el liquido sinovial
constituye una aproximacion en cierto grado mas directa acerca de la actividad inflamatoria

en la articulacion de la rodilla durante la OA.

De la misma manera, se incluyeron también los sobrenadantes de cultivo en los que se realizé
la estandarizacion de la concentracion de TNF-a correspondientes a las células a
concentraciones de 25 ng/mL, 50 ng/mL y 0 ng/mL, evidenciando una relacién concentracion-
dependiente respecto a la concentracién de TNF-a y las concentraciones de IL-17A e IL-20
determinadas. Sin embargo, dicho patrén no coincidio con el sobrenadante del paciente con
AR en la concentracion de IL-17A para lo cual se requiere un mayor nimero de pacientes y

asi determinar una tendencia mas generalizada en esta patologia.
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de IL-20 en sobrenadantes de cultivo de TNF-a en OA'y AR.
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Grafica 7. Concentracion de IL-17A e IL-20 en liquido sinovial. (Muestras recolectadas

de 3 pacientes con OA temprana de rodilla).
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Conclusiones

- Las células FLS y MSC ejercen funciones efectoras clave en el tejido sinovial, su
aislamiento permiti6 comprender los cambios moleculares en pacientes con OA
temprana de rodilla, proporcionando un modelo celular para determinar los

requerimientos y condiciones ambientales dptimas en cultivo celular.

- Lascélulas FLS y MSC permitieron identificar los cambios en respuesta a un estimulo
proinflamatorio contribuyendo al estudio del componente de inflamacion de bajo grado

gue hace parte de la OA temprana de rodilla.

- De acuerdo con los resultados obtenidos por microscopia de fluorescencia y del
analisis de intensidad media de fluorescencia, se demostr6 la distribucién vy
localizacién a nivel intracelular de IL-17A e IL-20 y CD-90 en pacientes con OA que
se correlaciona con la existencia de la inflamacién de bajo grado a nivel sinovial

presente en las etapas tempranas de la OA.

- A partir de los resultados de microscopia de fluorescencia, la produccion de IL-17A e
IL-20 por parte de las células MSC podria soportar la contribucién del tejido adiposo
como fuente de este tipo de células en los cambios metabdlicos asociados con la

patogénesis de la OA.

- Los resultados obtenidos con la prueba ELISA para los niveles de IL-17A e IL-20
demuestran un bajo nivel de secrecidon en comparacién con la semicuantificacion a
partir de microscopia de fluorescencia, esto concuerda con los reportes de literatura
acerca de que los niveles secretados de diferentes factores proinflamatorios
incrementan en el microambiente sinovial de una forma localizada con una produccién

predominante a nivel intracelular [73].

- Este estudio contribuye al conocimiento acerca de como la biopsia de tejido sinovial
puede ser utilizada para estudiar el microambiente inflamatorio al evaluar cambios
moleculares y celulares; también a largo plazo considerar la monitorizacion de los
niveles de IL-17A e IL-20 como posibles marcadores pronéstico en la OA de rodilla y

su aproximacion hacia la medicina personalizada.

- En Colombia, no se encontro reportada hasta la fecha alguna caracterizacion sobre la
OA temprana de rodilla en células provenientes de pacientes colombianos con la

patologia, asi que este trabajo demuestra aportes al nuevo conocimiento que se
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complementa con el estudio titulado Correlacion clinica, imagenoldgica y patoldgica
del tejido a partir de muestras de tejido sinovial en pacientes con OA temprana de
rodilla que hizo parte del proyecto de investigacion al que estuvo adscrito este trabajo.
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Recomendaciones

Es recomendable realizar un ensayo con brefeldina A para evaluar las citoquinas a nivel
intracelular dado que constituye un método eficaz para visualizar las respuestas celulares
debido a que la identificacién de IL-17A e IL-20 result6 ser compleja debido a la baja
intensidad en la sefal obtenida con las técnicas de microscopia de fluorescencia
convencional y confocal empleadas, por este motivo podria ser atil para préximos
experimentos afadir un inhibidor del transporte como brefeldina A para bloquear la secrecion
de las interleuquinas producidas y que se acumulen a nivel intracelular, facilitando asi su

deteccion [74].
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Prospectiva

- Como continuacién a este estudio se plantea la importancia de incluir fibroblastos de
piel de un Individuo sano como control negativo para estudios histolégicos de
Hematoxilina/eosina, estudios inmunohistoquimicos, ensayos por microscopia de
fluorescencia y Prueba ELISA para IL-17A e IL-20 antes y después del tratamiento
con TNF-a.

- Utilizar un nimero mayor de pacientes con AR como control positivo de inflamacion y
evaluar en células aisladas FLS y MSC de estos pacientes la producciéon de IL-17A e
IL-20 por microscopia de fluorescencia y Prueba ELISA antes y después del

tratamiento con TNF-a.

- Es necesario realizar estudios con un mayor nimero de pacientes con OA temprana
de rodilla 'y con AR como control positivo de inflamacién, para evaluar el componente
inflamatorio en la OA, manteniendo una caracterizacién independiente entre FLS y
MSC considerando que el tejido adiposo y la grasa infrapatelar son fuente importante

de MSC y adipocitos que influyen en la inflamacién de bajo grado de la OA.
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Anexos

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
PROYECTO
Correlacion clinica, patologica e imagenologica en Osteoartritis de rodilla

BIOPSIA SINOVIAL
Institucion: Hospital Universitario Nacional de Colombia

Objetivo: El grupo de investigadores de la universidad Nacional de Colombia y del
Hospital Universitaric MNacional de Colombia, desarrollaran el estudio de
investigacion “Correlacion clinica, patologica e imagenclogica en Osteoartritis de
rodilla®. Este proyecto tiene como objetivo caracterizar los cambios
ultrasonograficos, histologicos y bioquimicos en pacientes con osteoarirosis de
rodilla y evaluar su posible comelacion.

Invitacion a participar

Por lo anterior el grupo de investigadores lo invita a participar del estudio y en el presente
documento se describe el procedimiento al gue va a ser sometido, también se le informan
las complicaciones que pueden llegar a ocurrir durante este procedimiento.

Por favor, lea atentamente este documento y realice todas las dudas que pueda tener sobre
la intervencion que se va a realizar.

El procaedimiento a realizar es una biopsia de tejido sinovial articular de la rodilla, 2l cual
consiste en realizar una toma de material bioldgico a través de una aguja canulada para
obtener muestras de un tejido vivo, se realizara bajo guia ecografica y con medidas de
asepsia y antisepsia locales, posteriormente la muestra sera procesada por un patdlogo
especialista.

Se |2 recuerda que este un documento legal y antes de realizar cualquier intervencion, es
necesario para la realizacion del procedimiento descrito a continuacian, con la firma de este
documento declara haber sido informado y haber comprendido adecuadamente la
conveniencia y el objetivo de |a biopsia sinowial

Riesgos relacionados de la intervencion

Las posibles complicaciones derivadas del procedimiento son: dolor en el area de la
puncidn, infeccion local o intra articular, lesidn nerviosa, lesidn wvascular y de tejidos
blandos, pérdida de la sensibilidad local, sangrado en el sitio de puncidn o intra articular.

Este procedimiento estd indicado como material de investigacidon y como estudio
complementario para lesiones que no pueden ser diagnosticadas por otros métodos y se
enmarca en el diagndstico diferencial de enfermedades inflamatorias articulares.
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Beneficios de participar en el estudio

Los beneficios del procedimiento serdn aplicables para futuras investigaciones que podrian
conducir a cambios en el tratamiento de los pacientes que fengan un componente
inflamatorio caracteristico, asi mismo orientaria y complementaria el mangjo clinico,
terapéutico de los pacientes y apoyaria a la confirmacidn del diagnéstico clinico del
participante.

En caso de que usted sufra algun dafio o lesion grave como resultados de su participacion
en el estudio, el grupo de investigadores ha contratado una poliza de seguros con Seguros
del Estado que cubrird los gastos médicos derivados de lesiones directas producidas por la
intervencion del estudio (Poliza 2103101020000). Esta pdliza se activa cuando se analice el
caso por parte del equipo de investigadores. Usted tendra que contactar al investigador
principal Doctor Federico Ronddn Herrera al Teléfono 3102621370 o al Sub investigador:
Doctor Oscar Rodrigo Vargas al teléfono 338481351,

Este estudio ha sido revisado y aprobado localmente por el comité de ética en investigacion:
COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO NACIONAL DE
COLOMEIA, este comité existe para asegurarse de que los participantes de la investigacion
estén protegidos contra dafios que puedan ocurrir por el estudio. 5i desea contactarlos al
respacto, ahora o mas tarde, sus datos de contacto son:

Presidente: Mario Orlando Parra Pineda
Correo electronico: 601 390 48 88

Teléfono de contacto: investigacion@hun.edu.co

Certificado de Consentimiento del participante

Mediante la firma de este documento declard que se me ha explicado la
complementariedad en el diagnodstico de este procedimiento, que se ha estudiado vy
considerado la intervencién que se me informa, expresando mi voluntad para que se me
realice el procedimiento objeto del presente consentimiento. Confirmo gue todas mis
dudas han sido aclaradas y estoy completamente de acuerdo con el procedimisnto
propuesto.

Doy adicionalmenta mi consentimienta para la aplicacion de anestesia local que considere
el médico para la intervencion.

MNombre del participante Mumero de identificacidn

Firma Fecha

Personal del estudio que explica el consentimiento_

Mombre Mumero de identificacion
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Anexo 2. Aval comité de ética Hospital Universitario Nacional

: ! L HOSPTTAL
UNIVERSITARIO
= = AR

Bogota, D.C., 01 de septiembre de 2022

Doctora

OSCAR RODRIGO VARGAS VANEGAS
Residente de Reumatologia
Universidad Macional de Colombia

Doctor

FEDERICO ROMDOMN HERRERA
Profesor titular Facultad de Medidna
Unidad Reumatologia

Universidad Nacional de Colombia

Referencia: Resometimiento del proyecto “Correlacidn clinica, pataldgica e imagenoldgica en Osteoartritis de
rodifla” {ID: CEI-2022-06-02) recibido el 30 de agosto de 2022

EL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACIGN DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO NACIONAL DE COLOMBIA CERTIFICA

Que el proyecto de investigacion titulado “Correlacidn clinica, pataldgica e imogenoldgica en Osteoartritis de
rodilla” {ID: CEl-2022-06-02) cuyo investigador principal es el doctor Oscar Rodrige Vargas Vanegas, fue valorado
por el Comité de Etica de la Investigacion del Hospital Universitario Nadonal de Colombia (CEFHUN) previa
verificgcion del quorum, en la octava sesion ordinaria del 2022 (18 de agosto de 2022). La evaluadon tuvo en
cuenta la pertinencia del proyecto, su rigor metodolégico, la calidad cientifica v el cumplimiento de la
normatividad ética, téonica y cientifica a la que estan sujetas investigaciones como |la propuesta.

El proyecto implica investigacion en seres humanos, y &5 compatible con las Mormas Cientificas, Técnicas y
Administrativas para la Investigacion en Salud, descritas en la Resolucion 8430 de 1933 v la Resolucion 2378 de
2008. La cat=goria de riesgo a los seres humanos & la que =l proyecto se ajusta es la de investigacion sin riesgo.

Sus miembros revisaron y aprobaron los siguientes documentos del proyecto:

Cartz de presentacion.
Protacolo de investigacian, version 3.0 de agosto de 2022
Resumen ejecutivo.
Consentimiento informado.
Haojas de vida resumida y certificadas de Buenas Practicas Clinicas de los investigadores:
- UOscar Rodrigo Vargas Vanaegas
- Federico Rondon Herrera
- Angel Yobany Sanchez Merchén
- Angela Patricia Rojas Rojas
- Luis Javier Cajas Santana

Ao

Concepto: El CEIFHUN precisa que el estudio cumple o5 requisitos de calidad vy rigor exigidos, por lo tanto, se
permite APROBAR el protocolo v los documentos previamente mencionados.

Declaracion de intereses: Los miembros del Comité declaran no tener intereses en la evaluzcion de este

protocolo con el Investigador. Hospital Universitario Nacionsl de Colom bia
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. HOSPTTAL

UNTVERSITARID

Il NACIONAL

DE COLOMEIA

Nombre

Cargo

Mario Orlando Parra
Pineda

Presidente del CEI-HUM
Medico, Especialista en Ginecologia v Obstetricia, Magister en
Educacion, Doctorado en Bioética

Andrés Felipe Patifio

Médico Cirujano, MSc (c) Epidemiclogia Climica

Clara Eugenia Arteaga
Diaz

Medica, Magister en Gengtica Humana, Magister en Biogtica

Carol Cristina Guarnizo
Herrefio

Ddontaloga, Magister en Salud Publica, Dectora en Epidemiclogia

Gloria Lucia Arango
Bayer

Enfermera, Especialista en Binética, Magister en Administracion de
Salud, Doctora en Bioética,

ltali Linero Segrera

Odontdloga, Especialista en Cirugia Madlofacdial, Doctora en
Bictecnologia

lesiis Becerra Camango

Cuimico Farmacéutico, Magister en Administracion de Salud,
Magister en Atenddn Farmaceutics, Doctor &n Farmacia Asistencial

Laura Milena Aldana

Abhogada, Maestrante en Filosofia del Derecho y Teoria Juridica

Mazriz Cristina Plazas

Matematica, Magister en Fisica Radiologica v Médica, Doctora en

Fisica de la Radiobiologia Meédica, Representante de la Comunidad

Meédico, Especialista =n Medidng Interna,
Reumatologia, Magister en Epidemiclogia Clinica

Yimiy Francisco Meadina Especialista en

La sede del Comité de Etica de la Investigacion del Hospital Universitario Macional de Colombia 52 encuentra
ubicada en la Calle 44 £ 59-75 [Bogota, Colombia). El CEI-HUN se adhiere a las disposidiones contempladas en la
Declaracion de Helsinki y se rige bajo los lineamientas juridicos v éticos del pais, que se encuentran consignadas
en las resoluciones 8430 de 1993 y 2378 de 2008 del Ministerio de Proteccion Social.

Lo anterior consta en el acta CEFHUN-ACTA-2022-08.

Cordialmenite,

mmEDﬁ

Presidente
Comité de Etica de la Investigacion
Hospital Universitaric Nacional de Colombia

Hospital Universitario Macional de Colombia
Calle 44 # 53 - 75 Bogotd, Colombia

TEL: 320 48 BB
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