
 

 

Universidad Nacional de San Martín  

Escuela de Ciencia y Tecnología 
 

Instituto de Investigaciones Biotecnológicas  

Instituto Tecnológico de Chascomús  

(CONICET – UNSAM) 

 

Tesis para optar al título de Doctor en Biología Molecular y Biotecnología 

 

 

Análisis de variantes de splicing del receptor II 
de TGF-β como posibles biomarcadores y 

blancos terapéuticos de artritis 
 

 

 

 

Tesista: Preisegger Matías Adán 
Director de tesis: Prof. Dr. Dewey Ricardo Alfredo 
Codirector: MD. MBA. CPI. Velasco Zamora Jorge  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

La ciencia no es cara, cara es la ignorancia 

Bernardo Houssay 

 

 

 

 

 

 

A mi vieja 

Merecedora de cada logro que pueda alcanzar 

 



3 
 

Agradecimientos 

 

Al Instituto de Investigaciones Biotecnológicas - Instituto Tecnológico de Chascomús (IIB-INTECH), 
CONICET-UNSAM, por haberme dado un lugar para trabajar en sus instalaciones. 

A la Universidad Nacional de San Martín, por brindarme la posibilidad de hacer un doctorado. 

Al Consejo Nacional de Investigaciones Científicas y Técnicas (CONICET), instituto Médico CER y la 
Fundación Articular por haber financiado con becas mis estudios de doctorado. 

Al Dr. Ricardo Dewey por su confianza y dedicación. 

A Jorge Velasco Zamora, por permitirme formar parte de la comunidad del instituto médico CER y 
apostar a mi formación. 

A Sebastián Orlowski por aceptar y formar parte del trabajo llevado a cabo en esta tesis. 

A mis compañeras del laboratorio de rodilla, las cuales han hecho todo esto mucho más fácil: Mamá 
Tania, con sus consejos y el “hace mate”; Marce, con su humor y el gif/el capítulo de los simpsons 
adecuado para cada situación; la tía Anita, con sus mangazos de torta y sus campañas anti-pañuelo 
de tela; y Pame, juventud y voz de mando de la UB6. 

Al plantel de la ruta 2, principalmente a Leito por el aguante y las horas de ruta/mate/futbol/política 
compartidas. 

A los vecinos de UB6: Marian, Vale, Checho, Sofi, Andrés y Edwin; por los mates, cafés y camaradería. 

A Fotoquímica, bunker amigo. La sra. Lis, Charly, Fede, Gaby, Omar y especialmente al negro por 
bancarme en Chascomús siempre. 

A las vecinas de flujo: la gran Agus, Lau, Coti y Marisol, por soportar mi música y acompañar tantas 
horas ahí dentro. 

A Marion, Jara, Cebo, Franco, Mati, Flaco, Inés, Vale y resto de la comunidad del INTECH, por la 
predisposición y la buena onda brindada. 

A mi familia, especialmente al tío Fer por apoyar mi carrera en los momentos más complicados. 

A los amigos de La Plata y Daireaux. El gran Cinto, Fafa, Pampa, Juampino, Narigón, Nere, Flor, Sol, 
Agus, Juancito, Marquitos, Dante, Pai, Mati, Carolina, La banda del ángel y Los mejores; por estar y 
alentarme en este proceso. 

A Ricardo, Bel y Juan por acompañar siempre. 

A Ariadna, mi compañera de equipo, la que me hace jugar mejor. 

 

 



4 
 

Publicaciones 

 

Parte de los resultados de la presente tesis formaron parte de las siguientes publicaciones: 

Patentes:  

-“TGF-β receptor II isoform, fusion peptide, methods of treatment and methods in vitro”. Preisegger 
M, Dewey RA, Velasco Zamora J, Rodríguez  TM, Chisari AN, La Colla A, Vázquez P, Bertolio M, Romo 
A. Continuation-in-part of US Application No. 15/105,162 filed June 16, 2016, entitled, ISOFORM 
OF THE TGF-BETA RECEPTOR II, which is a national stage entry of PCT/US2014/071338 filed 
December 19, 2014, under the International Convention claiming priority over US Provisional Patent 
Application No. 61/917,974 filed December 19, 2013. Licenciada a la empresa RADBIO SAS 
mediante Convenio de Licenciamiento Resolución-2019-890-APN-DIR CONICET. 
(https://patents.google.com/patent/WO2015095628A1). 

-“Método para determinar la actividad de enfermedades autoinmunes y kit”. Preisegger M, Dewey 
RA, Carrea A, Perone MJ, Velasco Zamora J. Solicitud de Patente PCT/ES2017/070752, presentada 
el 14/11/2017. Publicación Internacional WO/2018/087416, 17/05/2018. Licenciada a la empresa 
RADBIO SAS mediante Convenio de Licenciamiento Resolución-2019-890- APN-DIR CONICET. 
(https://patentscope.wipo.int/search/zh/detail.jsf;jsessionid=E4440D0A3115F5912B333DA261F02
5A3.wapp2nB?docId=WO2018087416&recNum=93&office=&queryString=%28ANA%3AES%29&pr
evFilter=&sortOption=%E5%85%AC%E5%B8%83%E6%97%A5%E9%99%8D%E5%BA%8F&maxRec=
34312). 

-“Método para determinar la actividad de enfermedades autoinmunes y kit”. Preisegger M, Dewey 
RA, Carrea A, Perone MJ, Velasco Zamora J. Solicitud de patente número de acta 20160103481, INPI 
14/11/2016. Publicación Boletín 994 INPI, AR107780 A1, 06/06/2018. Licenciada a la empresa 
RADBIO SAS mediante Convenio de Licenciamiento Resolución-2019-890-APN-DIR CONICET. 

 

 

 

 

 
 



5 
 

Introducción 

1. Factor de crecimiento transformante β .................................................................................................... 11 

1.1 Isoformas, estructura y activación de TGF-β ........................................................................................... 11 

1.2 Receptores de TGF-β............................................................................................................................... 12 

1.3 Vías de señalización de TGF-β ................................................................................................................. 12 

1.4 Variantes de splicing de TGFBR2 ............................................................................................................. 14 

1.5 Receptores mutantes, receptores solubles recombinantes y solubles endógenos de TGF-β .................... 16 

1.6 Regulación del sistema inmune por TGF-β .............................................................................................. 18 

1.6.1 Efectos sobre linfocitos T ..................................................................................................................... 19 

1.6.2 Efectos sobre linfocitos B ..................................................................................................................... 20 

1.6.3 Efectos sobre células NK ...................................................................................................................... 20 

1.6.4 Efectos sobre monocitos/macrófagos .................................................................................................. 20 

1.6.5 Efectos sobre granulocitos ................................................................................................................... 21 

1.6.6 Acción de TGF-β sobre las MSC ............................................................................................................ 21 

2.Artritis ....................................................................................................................................................... 22 

2.1 Artritis reumatoidea ............................................................................................................................... 23 

2.1.1 Epidemiología y etiología ..................................................................................................................... 23 

2.1.2 Patología y características clínicas ........................................................................................................ 23 

2.1.3 Clasificación, diagnóstico y evaluación de la actividad de la AR ............................................................ 25 

2.1.4 Tratamientos y evaluación de la respuesta terapéutica........................................................................ 28 

2.1.5 Remisión de la AR ................................................................................................................................ 29 

2.1.6 TGF-β y AR ........................................................................................................................................... 29 

2.1.6.1 Efectos de TGF-β sobre leucocitos en AR........................................................................................... 30 

2.1.6.2 Mecanismos de acción de TGF-β en AR ............................................................................................. 31 

2.2 Osteoartritis ........................................................................................................................................... 34 

2.2.1 Epidemiología y etiología ..................................................................................................................... 35 

2.2.2 Clasificación y diagnóstico de la OA ..................................................................................................... 35 

2.2.3 Tratamientos y evaluación de la respuesta terapéutica........................................................................ 36 

2.2.4 TGF-β y OA ........................................................................................................................................... 36 

2.2.4.1 Niveles de TGF-β en articulaciones sanas y articulaciones de OA ...................................................... 37 

2.2.4.2 Efecto del TGF-β en cartílago ............................................................................................................ 38 

2.2.4.3 Efecto del TGF-β en hueso ................................................................................................................ 39 

2.2.4.4 Células madre mesenquimales (MSC) y OA ....................................................................................... 40 

2.2.4.5 Células madre mesenquimales (MSC), TGF-β y OA ............................................................................ 42 

 



6 
 

Objetivos 

Objetivos generales ...................................................................................................................................... 42 

Objetivos específicos Capítulo 1: TGFBR2 y artritis reumatoidea.................................................................... 42 

Objetivos específicos Capítulo 2: TGFBR2 y osteoartritis  ............................................................................... 42 

Materiales y métodos  

1. Materiales ................................................................................................................................................ 45 

1.1 Cepa bacteriana y plásmidos................................................................................................................... 45 

1.2 Líneas celulares y cultivos primarios ....................................................................................................... 46 

1.3 Enzimas .................................................................................................................................................. 46 

1.4 Citoquinas/ Anticuerpos ......................................................................................................................... 46 

2. Métodos ................................................................................................................................................... 47 

2.1 Procedimientos microbiológicos ............................................................................................................. 47 

2.1.1 Preparación de bacterias competentes químicas ................................................................................. 47 

2.1.2 Transformación de bacterias competentes químicas ........................................................................... 47 

2.2 Técnicas de biología molecular ............................................................................................................... 47 

2.2.1 Extracción de ARN................................................................................................................................ 47 

2.2.2 Generación de ADN complementario (ADNc) ....................................................................................... 47 

2.2.3 RT-PCR y RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR) .............................................................................................. 48 

2.2.4 Preparación de ADN plasmídico en gran escala (maxipreparación) ...................................................... 48 

2.2.5 Obtención y cuantificación de proteínas .............................................................................................. 48 

2.3 Procedimientos con cultivos celulares eucariotas ................................................................................... 49 

2.3.1 Aislamiento de leucocitos de sangre periférica humana....................................................................... 49 

2.3.1.1 Separación de células sanguíneas ..................................................................................................... 49 

2.3.1.2 Fijación, permeabilización y marcación intracitoplasmática .............................................................. 49 

2.3.1.3 Inmunoseparación magnética de subpoblaciones de células mononucleares de sangre periférica .... 49 

2.3.2 Aislamiento de células mesenquimales (MSC)...................................................................................... 50 

2.3.2.1 Aislamiento de células mesenquimales estromales de tejido adiposo (ASC) ...................................... 50 

2.3.2.2 Aislamiento de células mesenquimales de líquido sinovial (LS-MSC OA) y lavado articular postrauma 
(LS-MSC No-OA)............................................................................................................................................ 50 

2.3.2.3 Diferenciación de MSC hacia los linajes osteogénico, adipogénico y condrogénico ........................... 51 

2.3.3 Producción de vectores lentivirales ...................................................................................................... 52 

2.3.4 Titulación de los sobrenadantes virales ................................................................................................ 52 

2.3.5 Transducción de MSC con vectores lentivirales .................................................................................... 52 

2.3.6 Citometría de flujo ............................................................................................................................... 53 

2.4 Estadística............................................................................................................................................... 53 



7 
 

Resultados  

-Capítulo 1-TGFBR2 y artritis reumatoidea .................................................................................................. 54 

1. Validación de correlaciones entre los niveles de ARNm de las variantes de splicing TGFBR2A y TGFBR2B en 
monocitos y determinaciones clínicas de la AR. ............................................................................................ 55 

2. Análisis de un potencial biomarcador de actividad de la AR y simplificación del método de purificación 
celular. ......................................................................................................................................................... 59 

3. Evaluación del porcentaje de neutrófilos TGFBR2-SE positivos como biomarcador de actividad de artritis 
reumatoidea ................................................................................................................................................. 61 

Discusión: TGFBR2 y artritis reumatoidea.................................................................................................... 67 

Conclusiones y perspectivas ......................................................................................................................... 74 

-Capítulo 2-TGFBR2 y osteoartritis ............................................................................................................... 76 

1. Caracterización de MSC provenientes de líquido sinovial (OA) y lavado articular de artroscopias post 
traumáticas (No-OA) de humanos. ............................................................................................................... 77 

2. Evaluación de los niveles de ARNm de las variantes de splicing del TGFBR2 en LS-MSC. ........................... 80 

3. Potencial de diferenciacion de LS-MSC y su relacion con las variantes de splicing del TGFBR2 .................. 81 

Discusión: TGFBR2 y osteoartritis ................................................................................................................ 99 

Conclusiones y perspectivas ....................................................................................................................... 105 

Consideraciones finales  

Referencias bibliográficas  

 

  
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 



8 
 

Abreviaturas 

 

ACR: colegio americano de reumatología 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
ANOVA: Análisis de varianza 
anti-PCC: antipéptidos cíclicos citrulinados 
AR: artritis reumatoidea 
ARA: asociación americana de reumatismo 
ARN: Ácido ribonucleico 
ASC: células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano 
BMP: proteínas morfogénicas óseas 
BMSC: MSC derivadas de médula ósea 
BSA: seroalbúmina bovina 
CMV: citomegalovirus 
CRP: proteína C reactiva 
Ct: ciclo umbral 
DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol 
DAS28: marcador de la actividad de la enfermedad mediante la cuenta de 28 articulaciones 
DMARD: drogas antirreumáticas modificadoras de la enfermedad 
eGFP: proteína fluorescente verde mejorada 
EGM: evaluación global de la enfermedad desde el punto de vista del médico 
EGP: evaluación global de la enfermedad desde el punto de vista del paciente 
ESD: eritrosedimentación 
EULAR: liga europea contra el reumatismo 
FR: factor reumatoideo 
GAPDH: gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
GDF: factores de diferenciación del crecimiento 
HAQ: cuestionario de evaluación de la salud 
hASC: células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano 
HIV: virus de la inmunodeficiencia humana 
HRP: peroxidasa de rábano picante 
IFN-γ: interferón γ 
IFP: interfalángicas proximales 
Ig: inmunoglobulina 
IL: Interleuquina 
LAP: péptido de latencia asociado 
LLC: complejo latente grande 
LTBP: proteínas latentes de unión a TGF-β 
LTR: Long terminal repeats 
MAP: proteínas activadas por mitógenos 
MCF: metacarpofalángicas 
MIS: sustancia inhibidora de Müllerian 
M-MLV: virus de la leucemia murina Moloney 
MMP: metaloproteasas de la matriz 



9 
 

MOI: multiplicidad de infección 
MSC: Células mesenquimales estromales 
MTF: metatarsofalángicas 
MTX: metotrexato 
NAD: número de articulaciones doloridas 
NAI: número de articulaciones inflamadas 
NK: natural killer 
NSAID: drogas antinflamatorias no esteroideas 
OA: osteoartritis 
PBMC: células mononucleares de sangre periférica 
PCP: proteína clorofila peridinina 
PE: ficoeritrina 
PEG: polietilenglicol 
PIC: cóctel de inhibidores de proteasas 
PMA: acetato de forbol miristato 
SBE: elementos de unión a Smad 
SDS: Dodecilsulfato sódico 
SFB: suero fetal bovino 
SH: suero humano 
SLC: complejo latente pequeño 
SSC: dispersión lateral 
TGFBR1/2/3: receptor tipo I/II/III de TGF-β 
TGF-β: factor de crecimiento transformante β 
TNF-α: factor de necrosis tumoral α 
TβRIIDN: TβRII dominante negativo 
UT: unidades de transducción 
VAS: escala analógica visual 
VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial 
VS: voluntario sano 
VSV-G: glicoproteína G del virus de la estomatitis vesicular 

  

 

 

 
 

 



10 
 

Introducción 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 



11 
 

1. Factor de crecimiento transformante β 

El factor de crecimiento transformante beta o TGF-β (por sus siglas en inglés, transforming growth 
factor-β) es una citoquina pleiotrópica, purificada inicialmente a partir de placenta y de plaquetas 
humanas (Frolik, C. A. et al., 1983; Assoian, R. K. et al., 1983), que tiene efectos sobre la 
proliferación, diferenciación, migración y supervivencia celulares. Estos efectos afectan múltiples 
procesos biológicos como el desarrollo embrionario, la carcinogénesis, fibrosis, cicatrización de 
heridas y las respuestas inmunitarias (Massagué, J., 1990). Gracias a los proyectos de secuenciación 
del genoma humano y de ratón, se ha establecido que los genomas de los mamíferos codifican 33 
polipéptidos relacionados con la superfamilia de TGF-β, que incluye las tres isoformas de TGF-β y a 
su vez se encuentra integrada por activinas, inhibinas, BMP (por sus siglas en inglés, bone 
morphogenetic proteins), GDF (por sus siglas en inglés, growth differentiation factors), MIS (por sus 
siglas en inglés, Müllerian inhibiting substance), Nodal y leftys (Morikawa, M. et al., 2016; Chang, H. 
et al., 2002). 

1.1 Isoformas, estructura y activación de TGF-β 

En mamíferos se han identificado tres isoformas de TGF-β: TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3; codificadas 
por genes diferentes que presentan entre un 60 y 80% de homología (Penn, J. W., et al., 2012). Las 
tres isoformas están presentes de manera abundante durante el desarrollo y muestran patrones de 
expresión temporal y espacial distintos y superpuestos. Cada una cumple un rol diferente, cuya 
naturaleza depende del tipo celular, de su estado de diferenciación, de las condiciones de 
crecimiento y de otros factores de crecimiento presentes (Govinden, R. et al., 2003). TGF-β1 es la 
isoforma más común, se expresa en células y tejidos normales y malignos y su actividad biológica e 
interacción con receptores celulares de superficie han sido estudiadas exhaustivamente. 

Los fenotipos resultantes del knockout de las tres isoformas de mamíferos son muy diferentes. 
Ratones knock-out para TGF-β1 presentan 20 días después del nacimiento un síndrome de desgaste 
acompañado de una respuesta inflamatoria celular mixta multifocal y necrosis tisular, lo que lleva a 
un fallo de sus órganos y la muerte dentro de las tres a cuatro semanas del nacimiento (Shull, M. M. 
et al., 1992; Kulkarni, A. B. et al., 1993). Ratones knock-out para TGF-β2 exhiben una alteración grave 
en el desarrollo de muchos tejidos, afectándose principalmente las interacciones epitelio-
mesénquima, el crecimiento celular, la producción de matriz extracelular y la remodelación de 
tejidos. Lo que produce defectos cardíacos congénitos, defectos del esqueleto, paladar hendido y 
defectos urogenitales, y la mayoría de los ratones mueren al nacer. (Sanford, L. P. et al., 1997). 
Ratones que carecen de TGF-β3 mueren dentro de las 20 horas luego del nacimiento, con un 
fenotipo caracterizado por palatogénesis defectuosa y desarrollo pulmonar tardío (Kaartinen, V. et 
al., 1995). Esto indica que estos ligandos tienen actividades específicas incapaces de ser 
compensadas con las presencias de los otros miembros de la familia (Sanford, L. P. et al., 1997). 

La forma bioactiva de los TGF-β, de 25 kDa, consiste en dos cadenas peptídicas maduras unidas por 
puentes disulfuro. Generalmente, los TGF-β se encuentran como homodímeros (TGF-β1.1, TGF-
β2.2, TGF-β3.3), aunque también se han identificado moléculas heterodiméricas en extractos óseos 
bovinos (TGF-β1.2 y TGF-β2.3) (Ogawa, Y. et al., 1992). 
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1.2 Receptores de TGF-β 

En células de mamíferos, la mayoría de las respuestas a TGF-β están mediadas por los receptores de 
superficie tipo I (TGFBR1) y tipo II (TGFBR2), los cuales se expresan en múltiples tipos celulares y 
tejidos (Massagué, J. et al., 1994). El clonado molecular de TGFBR1 y TGFBR2, de 55 kDa y 70 kDa 
respectivamente, ha demostrado que son miembros de una familia de proteínas con una pequeña 
región extracelular rica en cisteínas, un dominio simple transmembrana y un dominio 
serina/treonina quinasa citoplasmático (Franzén, P. et al., 1993, Lin, H. Y. et al., 1992). Entre los 
dominios quinasa de TGFBR1 y TGFBR2 existe un 40% de homología. En el caso del receptor de TGF-
β de tipo I o ALK (de sus siglas en inglés, activin receptor-like kinase) se conocen 7 receptores en 
mamíferos (ALK 1-7). En la mayoría de los tipos celulares estudiados TGF-β utiliza a ALK-5 y TBRII-A 
para mediar la señalización intracelular. Los receptores tipo I presentan, en la porción citoplasmática 
precedente al dominio quinasa, una región altamente conservada de 30 aminoácidos que se conoce 
como dominio GS, debido a que se trata de una secuencia rica en glicinas y serinas (Wrana, J. L. et 
al., 1994a). 

La eficiencia y especificidad de la unión de TGF-β al complejo receptor formado por TGFBR1 y 
TGFBR2 está definida, en parte, por el receptor tipo III de TGF-β o TGFBR3, también conocido como 
betaglicano. Este receptor, un proteoglicano anclado a membrana de 100 - 280 kDa, se expresa de 
manera ubicua en casi todos los tipos celulares, puede unirse a las tres isoformas de TGF-β y 
presenta un dominio citoplasmático corto sin un motivo de señalización aparente (López-Casillas, F. 
et al., 1991). Por otro lado, el dominio extracelular de TGFBR3 puede ser escindido 
proteolíticamente, lo que produce un receptor soluble o sTGFBR3. Esta isoforma es capaz de 
antagonizar los efectos del receptor unido a membrana, aunque también se ha visto que en 
presencia de una baja concentración de TGF-β, sTGFBR3 puede favorecer la unión de TGF-β a 
TGFBR2 (Gatza, C. E. et al., 2010). 

1.3 Vías de señalización de TGF-β 

Evidencias genéticas de células mutantes resistentes a la acción de TGF-β sugieren que tanto el 
receptor tipo I como el tipo II son requeridos para la señalización de TGF-β (Wrana, J. L. et al., 1992). 
De hecho, TGF-β induce la formación de heterocomplejos de TGFBR1 y TGFBR2 (Wrana, J. L. et al., 
1992; Franzén, P. et al., 1993), principalmente heterotetrámeros formados por dos moléculas de 
cada uno de los receptores (Yamashita, H. et al., 1994). 

TGFBR2 es una quinasa constitutivamente activa que se encuentra autofosforilada. TGF-β1 se une 
directamente a TGFBR2, TGFBR1 es luego reclutado al complejo y es fosforilado por TGFBR2 en su 
dominio GS (Wrana, J. L. et al., 1994b; Cárcamo, J. et al., 1995; Souchelnytskyi, S. et al., 1996). A 
continuación, TGFBR1 se asocia transitoriamente con proteínas R-Smad (R-Smad2 y R-Smad3) y las 
fosforila en sus extremos C-terminales ricos en serinas. Luego, cada R-Smad fosforilada se disocia 
del receptor y forma un complejo con Co-Smad4. Este complejo de proteínas Smad es translocado 
al núcleo donde, junto con otros factores de transcripción, se une a secuencias específicas en el 
ADN, denominadas SBE (por sus siglas en inglés, Smad-binding elements), para regular la 
transcripción de una gran cantidad de genes (Massagué, J. et al., 2000; Shi, Y. et al., 2003). Uno de 
los genes activados luego de esta señalización es el que codifica para I-Smad7. La expresión de esta 
proteína inhibe la señalización desencadenada por TGF-β1, ya sea mediante competencia con R-
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Smad por la unión a TGFBR1 (Suzuki, C. et al., 2002) o mediante la formación de complejos con 
Smurf1, una ubiquitín ligasa E3, que desencadena la ubiquitinación y posterior degradación de los 
receptores de TGF-β (Ebisawa, K. et al., 2001). Un esquema de esta vía de señalización se muestra 
en la Figura 1.1. 

 
Figura 1.1. Vías de señalización canónicas y no canónicas intracelulares asociadas a TGF . La línea perpendicular 
indica un efecto inhibitorio. Adaptado de Poniatowski, L. A. et al., 2015 

A diferencia de TGF-β1 y TGF-β3, TGF-β2 parece tener un modo de activación de TGFBR2 diferente 
ya que el receptor posee una afinidad intrínseca muy baja por esta isoforma (Lin, H. Y. et al., 1995). 
La necesidad de TGFBR3 o betaglicano para que las células respondan al TGF-β2 ha sido descripta 
en distintos tipos celulares (Brown, C. B. et al., 1999). TGFBR3 une a TGF-β2 y lo presenta a TGFBR2 
luego de la oligomerización de ambos tipos de receptores (López-Casillas, F. et al., 1993).  

Además de activar la vía canónica de Smads, TGF-β también puede regular procesos celulares a 
través de vías intracelulares alternativas como la de quinasas MAP, GTPasas tipo Rho, 
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fosfatidilinositol-3-quinasa, entre otras (Zhang, Y. E., 2009). Esto aumenta aún más la complejidad 
de la señalización de TGF-β. 

Una correcta e ininterrumpida vía de señalización de TGF-β es indispensable para que el desarrollo 
embrionario y distintas funciones biológicas transcurran normalmente (Massagué, J., 1990). La 
ausencia de TGF-β o una sensibilidad alterada a la citoquina en algún tejido derivan en condiciones 
patológicas serias como mortalidad perinatal o posnatal temprana (Shull, M. M. et al., 1992; 
Kulkarni, A. B. et al., 1993), enfermedades autoinmunes (Kulkarni, A. B. et al., 1993; Kulkarni, A. B. 
et al., 1995) o cáncer (Massague, J. 2008; Derynck, R. et al., 2001; Siegel, P. M. et al., 2003). 
Asimismo, la producción excesiva de TGF-β se ha relacionado con acumulación de tejido fibroso 
cicatrizante (Huang, J. S. et al., 2002), psoriasis (Li, A. G. et al., 2004), glomerulonefritis (Reeves, W. 
B. et al., 2000), fibrosis pulmonar y hepática (Kaminski, N. et al., 2000), síndrome de Camurati- 
Engeldman (Saito, T. et al. 2001; Tang, Y. et al. 2009), inmunosupresión inducida por tumor (de 
Visser, K. E. et al., 1999) y metástasis (Derynck, R. et al., 2001; Siegel, P. M. et al., 2003). 

1.4 Variantes de splicing de TGFBR2 

Se ha caracterizado funcionalmente una isoforma de TGFBR2 que une y señaliza directamente vía 
TGF-β2, sin el requerimiento de TGFBR3. Esta isoforma, llamada TGFBR2B, es una variante 
producida por splicing alternativo de TGFBR2 que resulta en la adición de 75 pb que codifican para 
25 aminoácidos en la región N-terminal (dominio extracelular) del receptor maduro. Esta inserción 
produce, además, un intercambio de isoleucina por valina en el empalme del sitio de splicing entre 
las dos variantes del receptor (Hirai, R. et al., 1996; Rotzer, D. et al., 2001). Más recientemente, se 
informó que en ausencia de TGFBR3, TGFBR2B requiere del receptor tipo I para unir a TGF-β2 (del 
Re, E. et al., 2004). 

Se creía que, mientras que TGFBR2A se expresa de manera ubicua en células humanas, la expresión 
del receptor TGFBR2B en la superficie celular estaba restringida a células humanas relacionadas con 
la función ósea como osteoblastos fetales y células de osteosarcoma, a pesar de que el ARNm de 
esta variante de splicing también se había detectado en otros tipos celulares, como en la línea 
derivada de carcinoma hepatocelular humano, Hep 3B, y en la línea derivada de neuroblastoma 
humano, IMR 32 (Rotzer, D. et al., 2001). Sin embargo, en estudios posteriores se encontró que el 
receptor TGFBR2B también se expresa en células epiteliales de algunas glándulas prostáticas 
humanas, mientras que su ARNm se detectó en distintas líneas celulares prostáticas humanas. Por 
otro lado, en este mismo estudio, se identificó otra variante de splicing de TGFBR2, denominada 
TGFBR2C, que presenta 36 aminoácidos adicionales en el extremo N-terminal y que se localiza, 
principalmente, en células epiteliales y musculares de próstata humana (Konrad, L. et al., 2007). 

Recientemente en nuestro laboratorio se identificó en células humanas una nueva variante de 
splicing con una deleción adicional de 149 nucleótidos en el dominio extracelular correspondiente 
a los últimos 62 nucleótidos del exón II y de los primeros 87 nucleótidos del exón III del gen tgfbr2 
(Figura 1.10). Esta deleción en el ARNm de la nueva variante de TGFBR2, produce un cambio en el 
marco de lectura a partir del aminoácido 68, que se corresponde con la aparición prematura de un 
codón de terminación, generándose una proteína truncada de sólo 80 aminoácidos. (Carrea A, Tesis 
doctoral. 2013; Dewey, R. A. et al., Patente de invención: USA y AR. 2014). La nueva isoforma 
contiene un péptido señal de modo similar a lo que ocurre en las otras 2 isoformas de TGFBR2, pero 
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difiere con ellas en que carece del dominio de transmembrana. Esta característica hace que se 
genere una proteína soluble secretable de 57 aminoácidos denominada TGFBR2 Soluble Endógena 
o TGFBR2-SE. Esta proteína truncada presenta 13 aminoácidos distintivos (FSKVHYEGKKKAW) en el 
extremo carboxilo terminal que la diferencia de las otras dos isoformas conocidas (figura 1.4). Esto 
permitió generar un anticuerpo para identificación de TGFBR2-SE tanto por western blot como por 
citometría de flujo. Si bien el peso molecular de esta isoforma predicho a partir de su secuencia 
nucleotídica es de 6,5 kDa, análisis por western blot de inmunoprecipitados de lisados celulares 
revelaron que la proteína TGFBR2-SE madura contiene sumoilaciones tanto con SUMO 1, como con 
SUMO2/3. (Bertolio, M. et al., 2018; La Colla, A. et al., 2018; Carrea, A. Tesis doctoral 2013) (figura 
1.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 1.2. Descripción de la variante de splicing TGFBR2-SE. (a) Alineamiento de secuencia de TGFBR2-SE y TGFBR2 
que muestra el splicing alternativo de TGFBR2-SE. (a) Alineamiento de la secuencia aminoacídica de la proteína 
TGFBR2-SE con la proteína TGFBR2A y TGFBR2B. DTM: dominio transmembrana. Letra en negrita color rojo: 
aminoácidos codificados solo por TGFBR2-SE. (c) Esquema de los receptores TGFBR2A, TGFBR2B y TGFBR2-SE. 
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1.5 Receptores mutantes, receptores solubles recombinantes y solubles endógenos de TGF-β 

Para bloquear los efectos de la acción de TGF-β tanto in vivo como in vitro, se han utilizado 
anticuerpos neutralizantes (Hill C. et al. 2001) y oligonucleótidos antisentido (Maggard, M. et al., 
2001; Schlingensiepen, K. H. et al., 2011), pero el empleo de un receptor TGFBR2 modificado ha 
demostrado ser de suma utilidad. Este receptor mutante, que carece del dominio serina/treonina 
quinasa citoplasmático, funciona como dominante negativo (TGFBR2-DN). La sobrexpresión de 
TGFBR2-DN interrumpe, específicamente, la señalización mediada por TGF-β. De esta manera se 
puede estudiar el comportamiento de diversos tipos celulares en ausencia de la acción parácrina y 
autócrina de la citoquina (Chen, R. H. et al., 1993; Brand, T. et al., 1993; Wieser, R. et al., 1993; Fan, 
X. et al., 2002). Si bien se conoce la acción del mutante TGFBR2-DN, se desconoce el efecto que 
produce la eliminación del dominio intracitoplasmático de la variante de splicing TGFBR2-B. 

Otra alternativa para antagonizar los efectos de TGF-β, muy utilizada en estudios clínicos, está 
basada en el uso de una variante soluble de TGFBR2 (sTGFBR2/Fc) (Isaka, Y. et al., 1999; Muraoka, 
R. S. et al., 2002; Yang, Y. et al., 2002; Suzuki, E. et al., 2004). Esta versión recombinante consiste en 
el dominio extracelular del receptor fusionado a la región Fc de la inmunoglobulina humana IgG1 
(Komesli, S. et al., 1998; Smith, J. D. et al., 1999). sTGFBR2/Fc tiene una afinidad muy alta por TGF-
β1 y TGF-β3, hecho que permitió usarlo para dilucidar la unión de las distintas isoformas de TGF-β a 
sus receptores (del Re, E. et al., 2004). In vivo, sTGFBR2/Fc presenta ciertas ventajas frente a otras 
moléculas pequeñas usadas para inhibir a TGF-β. Su alto peso molecular ( 100 kDa) le confiere una 
vida media más larga que, junto a su elevada afinidad, aumentan su capacidad de secuestrar bajas 
cantidades de TGF-β extracelular (Russo, M. L. et al., 2009). Varias empresas farmacéuticas han 
desarrollado agentes terapéuticos basados en receptores solubles de citoquinas que están siendo 
ensayados en estudios clínicos. El más conocido en términos de éxito terapéutico y comercial es 
Etanercept, una proteína de fusión entre el receptor soluble de tipo II de TNF-α y la región Fc de la 
inmunoglobulina humana IgG1. Este antagonista de TNF-α fue el primer receptor soluble en recibir 
aprobación para uso en humanos (Moreland, L. W. et al., 1999). Al igual que en sTGFBR2/Fc, la 
presencia del dominio Fc incrementa en gran medida la vida media de la proteína de fusión en 
plasma, lo que prolonga su actividad terapéutica y permite una purificación más económica 
mediante cromatografía de afinidad con proteína A/G.  

Un conocimiento más profundo de los mecanismos moleculares que regulan la producción de 
receptores solubles naturales de citoquinas y de las funciones de estos receptores permitirá mejorar 
la comprensión de la patogenia de diversas enfermedades y generar nuevas estrategias terapéuticas 
y de diagnóstico. Además, estos receptores solubles de citoquinas, tanto los producidos 
naturalmente por las células, como los generados por ingeniería genética, constituyen una nueva 
generación de agentes terapéuticos con un tremendo potencial para su aplicación en una amplia 
variedad de enfermedades humanas. En este contexto, el hallazgo de un nuevo receptor soluble 
endógeno de TGF-β, TGFBR2-SE, y el estudio tanto del mecanismo de acción del mismo, como de 
sus posibles aplicaciones terapéuticas y como biomarcador resulta sumamente importante. 

La aplicación de vectores virales para el delivery de genes se realiza en base a su capacidad natural 
para infectar células. Su utilidad como herramienta relativamente segura en biología molecular es 
posible gracias a la modificación del genoma viral mediante la supresión de algunas secuencias de 
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codificación críticas que previenen la replicación espontánea en las células diana (Zufferey, R. et al., 
1998).  

Con el fin de estudiar el efecto generado por la sobreexpresión de receptores solubles endógenos y 
sintéticos, han sido diseñados en nuestro laboratorio, los vectores virales auto-inactivantes o Self-
nactivating vectors (SIN) (Zufferey R, et al. 1998) bicistrónicos con eGFP, conteniendo el cDNA de 
TGFBR2-SE (pRRL.CMV.TGFBR2-SE.ires.eGFP.WPRE), de TGFBR2-SE fusionado a Fc de IgG1 
(pRRL.CMV.TGFBR2-SE/Fc.ires.eGFP.WPRE) y de TGFBR2A/Fc 
(pRRL.CMV.TGFBR2A/Fc.ires.eGFP.WPRE), denominados Lv-TGFBR2-SE, Lv-TGFBR2A/Fc y Lv-
TGFBR2-SE/Fc respectivamente, figura 1.3).  

Figura 1.3. Esquema de los vectores lentivirales bicistrónicos utilizados en esta tesis. El promotor CMV fue empleado 
para dirigir la expresión de: la variante TGFBR2-SE y las construcciones TGFBR2-SE/FC y TGFBR2A/Fc, todos seguidos 
de la secuencia iresEGFP. Todos los vectores incluyen el elemento regulatorio postranscripcional del virus de la 
hepatitis de marmota (WPRE), una secuencia donante (SD) y aceptora de splicing (SA), el sitio de unión del primer (ϴ), 
el elemento de respuesta rev (RRE), la secuencia central de polipurinas (cPPT), y la señal de empaquetamiento (ᴪ). B 
Histograma generado a partir de datos de citometría de flujo, representativo a la pureza de las células transducidas 
con los tres vectores luego de la expansión.  

Siguiendo la misma estrategia que la utilizada para sTGFBR2/Fc, en nuestro laboratorio se ha 
generado y purificado TGFBR2-SE fusionada a Fc de IgG1 lo que ha permitido ampliar el 
conocimiento sobre esta nueva isoforma y se comenzó a evaluar su potencial terapéutico in vivo en 
modelos animales de fibrosis hepática y cáncer (La Colla, A. et al., 2018). 

En línea con la generación de herramientas con el fin de ahondar en el estudio de TGFBR2-SE, se 
generó un anticuerpo monoclonal murino unido al fluorocromo ATTO647N (Rhea Biotech, Brasil) 
con fines de detección intracitoplasmática. La especifidad de dicho anticuerpo radica en que fue 
generado a partir de un péptido sintético compuesto por la secuencia de aminoácidos exclusiva de 
TGFBR2-SE (FSKVHYEGKKKAW). Utilizando el Kit Cytofix/ Cytoperm ® de BD (BD, NJ, USA) y la 
utilización del anticuerpo Anti-TGFBR2-SE ATTO647N, se detectó la presencia intracitoplasmática de 
TGFBR2-SE en hASC UT y hASC sobreexpresando TGFBR2-SE mediante citometría de flujo (figura 1.4, 
Bertolio, M. et al., resultados no publicados). Se utilizó como control negativo un cultivo de A549 ya 
que se había reportado previamente en nuestro laboratorio que esta línea celular no expresa 
TGFBR2-SE (Carrea, A. Tesis doctoral 2013). 
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Figura 1.4. Detección intracitoplasmática de TGFBR2-SE. Medida del porcentaje de hASC TGFBR2-SE positivas en 
cultivos hASC UT y hASC sobreexpresando TGFBR2-SE, tomando como línea de base la máxima fluorescencia de un 
cultivo de A549. 

1.6 Regulación del sistema inmune por TGF-β 

La principal función de TGF-β en el sistema inmune es mantener la homeostasis mediante la 
regulación de la proliferación, diferenciación y supervivencia de los linfocitos. Además, controla los 
procesos inflamatorios al regular la quimiotaxis, activación y supervivencia de linfocitos, células 
natural killers (NK), células dendríticas, macrófagos, mastocitos y granulocitos. La regulación 
ejercida por TFG-β depende del estado de diferenciación celular y de la presencia de citoquinas 
inflamatorias y de moléculas coestimulatorias. En conjunto, TGF-β inhibe el desarrollo de 
inmunopatologías contra autoantígenos o antígenos inofensivos sin comprometer las respuestas 
inmunitarias contra patógenos (Li, M. O. et al., 2006). 

En la Figura 1.5 se resumen los efectos que tiene esta citoquina sobre las distintas poblaciones de 
leucocitos.  
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Figura 1.5. Efectos pleiotrópicos de TGF-β sobre leucocitos. Todos los leucocitos producen y responden a TGF-β. Este 
tiene efectos tanto estimulatorios como inhibitorios sobre las células del sistema inmune. Adaptado de Rubtsov Y. P. 
y Rudensky A. Y., 2007.  

1.6.1 Efectos sobre linfocitos T  

TGF-β inhibe la proliferación de células T naïve, mientras que tiene un efecto mínimo sobre las 
células T activadas, hecho que se correlaciona con una baja expresión de TGFBR2 en estas células 
(Cottrez, F. et al., 2001). La inhibición de la proliferación de células T por TGF-β es un mecanismo 
importante para mantener la homeostasis de estas células y prevenir desórdenes linfoproliferativos. 

TGF-β inhibe la diferenciación de linfocitos T CD4+ en células T helper (Th) (Gorelik, L. et al., 2002) y 
de linfocitos T CD8+ en linfocitos T citotóxicos (Ranges, G. E. et al., 1987). La expresión de TGFBR2DN 
bajo la acción del promotor CD4 bloquea la señalización de TGF-β en células T CD4+ y CD8+. Ratones 
con esta modificación desarrollan un fenotipo inflamatorio autoinmune asociado con la 
diferenciación de células T CD4+ en células Th1 o Th2 y, espontáneamente, sus linfocitos T CD8+ se 
activan y producen citoquinas efectoras (Gorelik, L. et al., 2000). 

Durante la expansión y diferenciación de células T, TGF-β promueve su supervivencia (Li, M. O. et 
al., 2006). 

Las células T supresoras o Treg suprimen las respuestas inmunitarias y mantienen la tolerancia 
inmunológica. Las Treg naturales son CD4+ CD25+ FoxP3+ (Fontenot, J. D. et al., 2005) y comprenden 
un 5-10 % de las células T CD4+ periféricas (Sakaguchi, S., 2004). TGF-β1 puede convertir células T 
CD4+ CD25- en Treg in vitro (Chen, W. et al., 2003). 

Tanto células T activadas (Kehrl, J. H. et al., 1986a) como Treg (Nakamura, K. et al., 2001) expresan 
TGF-β1. Este TGF-β1 impide la activación de células T y el desarrollo de enfermedades inflamatorias. 

Celulas dendriticas
↑Desarrollo de celulas de Langerhans
↓Maduración
↓Presentación de antigenos

Eosinofilos
↑quimiotaxis

Mastocitos
↑quimiotaxis
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↑Generacion y mantenimiento en la 
periferia
↑Función supresiva
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↓Diferenciación celular Th1/Th2
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Células NK
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↓Producción de citoquinas
↓Citotoxicidad
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1.6.2 Efectos sobre linfocitos B 

TGF-β inhibe la proliferación de células B, induce apoptosis de células B inmaduras o en reposo y 
bloquea la activación de estas células (Li, M. O. et al., 2006). 

Un rol particular de TGF-β es promover la diferenciación de células plasmáticas secretoras de IgA 
(McIntyre, T. M. et al., 1995). La inactivación condicional de la señalización de TGF-β en células B de 
ratón tiene como consecuencia un aumento de las inmunoglobulinas séricas, sin embargo, estos 
ratones están casi desprovistos de IgA (Cazac, B. B. et al., 2000). Esto sugiere que, in vivo, TGF-β es 
un importante regulador de la tolerancia de las células B a los autoantígenos. 

Las células B en reposo expresan ARNm de TGF-β1, pero secretan bajas cantidades de la proteína. 
Sin embargo, luego de ser estimuladas producen grandes cantidades de TGF-β1 (Kehrl, J. H. et al., 
1986b). Esto concuerda con el hecho de que bajas dosis de TGF-β1 promueven la secreción de 
anticuerpos, mientras que altas dosis la inhiben (Snapper, C. M. et al., 1993). 

1.6.3 Efectos sobre células NK 

TGF-β es un potente inhibidor de las funciones de las células NK al atenuar su actividad citolítica y 
la producción de IFN-γ (Rook, A. H. et al., 1986; Bellone, G. et al., 1995). También controla su 
homeostasis. 

Las células NK serían una fuente importante de TGF-β1 in vivo ya que, constitutivamente, producen 
la citoquina (Gray, J. D. et al., 1998). 

1.6.4 Efectos sobre monocitos/macrófagos 

En general, TGF-β estimula células en estado de reposo (monocitos), mientras que inhibe células 
activadas (macrófagos) (Ashcroft, G. S., 1999). 

TGF-β recluta monocitos en zonas de heridas o inflamación a través de diferentes mecanismos: 
actúa como quimioatractor de monocitos (Wahl, S. M. et al., 1987), induce moléculas de adhesión 
que permiten la unión de monocitos a la matriz extracelular e induce metaloproteasas de la matriz 
(MMP) que pueden disolver membranas vasculares y facilitar la transmigración de los monocitos 
(Wahl, S. M. et al., 1993a). Además, potencia la inflamación en monocitos al inducir la síntesis de 
citoquinas proinflamatorias como IL-1 e IL-6 (Wahl, S. M. et al., 1987; Turner, M. et al., 1990). 

Una vez que los monocitos se diferenciaron a macrófagos TGF-β funciona, principalmente, como un 
inhibidor. Por ejemplo, limita su capacidad fagocítica al disminuir la expresión de receptores 
scavenger (Han, J. et al., 2000) y reduce la fagocitosis de partículas recubiertas con IgG al disminuir 
la expresión de receptores de IgG en distintas células (Tridandapani, S. et al., 2003). 

TGF-β también tiene un efecto inhibitorio sobre la función presentadora de antígenos y sobre la 
activación de macrófagos. El primer efecto sería importante para resolver una respuesta inmunitaria 
en curso al disminuir la estimulación de células T en el sitio de infección, mientras que el segundo 
serviría para terminar un proceso inflamatorio y para prevenir el desarrollo de inmunopatologías 
(Li, M. O. et al., 2006). 
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1.6.5 Efectos sobre granulocitos 

TGF-β es un potente quimioatractor de neutrófilos (Brandes, M. E. et al., 1991a) y de eosinófilos 
humanos (Luttmann, W. et al., 1998). Esta citoquina tendría un rol importante en el reclutamiento 
de células en los sitios de heridas o infección. La quimiotaxis de neutrófilos mediada por TGF-β sería 
un mecanismo de defensa importante del hospedador. 

La regulación de la activación y de las funciones efectoras de los granulocitos por TGF-β es 
controvertida (Brandes, M. E. et al., 1991a). 

El TGF-β1 derivado de neutrófilos sería relevante en los derrames sinoviales (Fava, R. A. et al., 1991). 
El producido por eosinófilos estaría involucrado en fibrosis y en el remodelado de las vías aéreas en 
asma (Munitz, A. et al., 2004). 

1.6.6 Acción de TGF-β sobre las MSC 

Las MSC en respuesta a señales quimiotácticas, migran a sitios específicos, como sitios de 
inflamación, donde segregan citoquinas y factores de crecimiento que promueven la 
inmunosupresión, la regeneración de tejidos, la angiogénesis, o la supervivencia de MSC, entre otros 
(Karp, J. M. et al., 2009; Caplan, A. I. et al., 2006). Estas células también exhiben la capacidad de 
migrar hacia sitios patológicos como cánceres de mama, páncreas, cerebro y próstata (Moniri, M. 
R. et al., 2012; Nakamizo, A. et al., 2005; Birnbaum, T. et al., 2007; Karnoub, A. E. et al., 2007; 
Barcellos de Souza, P. et al., 2016). Este último comportamiento denota el gran potencial anticáncer 
que estas células poseen como vehículos de delivery terapéuticos. 

El mecanismo por el cual las MSC migran frente a diferentes estímulos fisiológicos o patológicos, es 
complejo y comprende un área activa de investigación. Se sabe que TGF-β induce la migración de 
MSC durante procesos fisiológicos tales como la regeneración ósea (revisado en Crane, J. L. et al., 
2014) (figura 1.6). Además, muchas células cancerosas producen niveles elevados de TGF-β, lo cual 
sugiere que este factor puede mediar el tropismo de las MSC hacia los tumores (Birnbaum, T. et al., 
2007; Barcellos de Souza, P. et al., 2016). 

Estudios de esta última década han revelado que algunos de los efectos terapéuticos de MSC se 
atribuyen a su potente capacidad inmunosupresora (Shi, Y. et al., 2010 y 2012; Wei, X. et al., 2013). 
A su vez se ha revelado la interesante propiedad, no reconocida previamente, de TGF-β de promover 
respuestas inmunes en presencia de MSC (Xu, C. et al., 2014). 
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Figura 1.6. TGF-β, MSC y resorción ósea. La activación de TGF-β recluta a las MSC durante la remodelación ósea. TGF-
β1 se libera de la matriz ósea y se activa durante la resorción ósea mediada por osteoclastos, creando un gradiente. 
TGF-β1 induce la migración de MSC a los sitios de remodelación ósea para acoplar a la resorción ósea y la formación 
de hueso. Este microambiente también proporciona señales que dirigen la diferenciación linaje-especifica de las MSC. 
Adaptado de Crane, J. L. et al., 2014. 

2.Artritis  
Aunque la inflamación de las articulaciones es un síntoma o señal y no un diagnóstico específico, el 
término artritis se usa a menudo para referirse a cualquier problema médico que afecta las 
articulaciones. Existen más de 100 tipos diferentes de artritis y enfermedades asociadas, entre las 
que se incluyen enfermedades que afectan los huesos, los músculos, las articulaciones y los tejidos 
que las sostienen. En algunas enfermedades en las que se presenta la artritis, otros órganos, como 
los ojos, el corazón o la piel, también se pueden ver afectados.  

Tipos de artritis 

Existen varios tipos de artritis, siendo las de mayor incidencia en el mundo la Osteoartritis o Artrosis, 
y la Artritis reumatoidea. 

Osteoartritis (OA): es la forma más común de artritis, comúnmente comienza con la edad y con 
frecuencia afecta las manos, las rodillas, los pies y las caderas. A veces este tipo de artritis aparece 
después de una lesión o golpe en la articulación. Por ejemplo, es posible que se haya lesionado la 
rodilla cuando era joven y desarrolle OA en la articulación de la rodilla años después (Allen, K. D. et 
al., 2015). 

Artritis reumatoidea (AR): es la forma más común de artritis autoinmune. Es una enfermedad 
crónica que causa dolor en las articulaciones, rigidez, hinchazón y disminución del movimiento 
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articular. Las más afectadas son las pequeñas articulaciones de las manos y los pies. A veces, la AR 
puede afectar a órganos como los ojos, la piel o los pulmones. Es una patología de distribución 
universal, con una prevalencia mundial de entre el 0,2 y el 1,2%, y mayor frecuencia en mujeres que 
en varones (relación 2:1) (Cross, M. et al., 2014). 

Ambos tipos de artritis representan un desafío científico tanto para el desarrollo de nuevos 
fármacos como para la identificación de posibles biomarcadores objetivos de diagnóstico, 
pronóstico y actividad de estas enfermedades. 

2.1 Artritis reumatoidea 

La artritis reumatoidea (AR) es una enfermedad autoinmune, inflamatoria y sistémica que se 
caracteriza por la inflamación crónica de las articulaciones periféricas con su consiguiente daño 
estructural y deterioro funcional (Brennan, F. et al. 2007). En el compromiso articular de la AR se 
observa una excesiva proliferación de células sinoviales, células presentadoras de antígenos y 
leucocitos, donde los linfocitos T y B son los principales efectores del proceso inflamatorio (Scrivo, 
R. et al., 2007). 

2.1.1 Epidemiología y etiología 

La AR tiene distribución mundial y es la forma autoinmune inflamatoria más común de la artritis. 
Afecta aproximadamente a 1 de cada 100 personas en todo el mundo y su incidencia entre 2 y 4 
casos cada 10 000 habitantes por año. Es más frecuente en mujeres que en hombres, con una 
relación 2:1 mundial. Puede aparecer a cualquier edad, aunque lo hace preferentemente, entre los 
35 y los 50 años (Cross, M. et al., 2014). 

Estudios realizados en nuestro país establecieron una prevalencia de 0.329 % y una incidencia de 
1,85 cada 10 000 habitantes por año (Di, W. T. et al., 2016). 

Como toda enfermedad autoinmune se cree que aparece por anormalidades en la respuesta 
inmune, innata o adaptativa, y que tiene componentes genéticos y ambientales (Funovits, J. et al., 
2010). 

2.1.2 Patología y características clínicas 

En la AR la membrana sinovial de las articulaciones se inflama y acumula linfocitos T y B, macrófagos 
y células plasmáticas. Este revestimiento se va engrosando gradualmente y forma el pannus que 
invade al cartílago articular. Finalmente, se produce la destrucción del cartílago y del hueso 
(Firestein, G. S., 1994) (Figura 1.7) que son visibles por radiografía de rayos X. 
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Figura 1.7. Esquema de una articulación normal y articulación de artritis reumatoidea. En la articulación sana (a), la 
delgada membrana sinovial recubre las zonas de la articulación que no soportan peso. En la artritis reumatoidea (b), 
la membrana sinovial se vuelve hiperplásica y la articulación presenta infiltrado inflamatorio crónico. En última 
instancia, la membrana sinovial se convierte en "pannus", que migra sobre y hacia el cartílago articular y el hueso 
subyacente. Adaptado de Strand, V. 2007. 

El aumento de la actividad de la enfermedad produce elevación de la eritrosedimentación (ESD) y 
de la proteína C reactiva (PCR) y factor reumatoideo (FR) positivo. También puede aumentar el 
número de plaquetas y presentar anemia (Hill, J., 2006). 

En general, la AR se caracteriza por dolor e inflamación de las articulaciones afectadas, rigidez 
matutina cuya duración varía entre minutos y horas, pérdida de la movilidad, fatiga, ansiedad y 
depresión. También pueden presentarse manifestaciones extraarticulares como nódulos 
subcutáneos, sequedad en ojos y boca (síndrome de Sjögren), pericarditis, pleuritis, etc. (Hill, J., 
2006). 

No sólo es la más frecuente de las enfermedades reumáticas inflamatorias, sino una de las de mayor 
tendencia a la destrucción articular. Aún en los estadios muy tempranos de la enfermedad (menos 
de tres meses de evolución) el 10 % de los pacientes ya presenta daño erosivo radiológicamente 
visible (Machold, K. P. et al., 2007). Más aún, dentro de los 2 años de iniciados los síntomas las 
lesiones pueden hallarse hasta en el 70 % de los pacientes (van der Heijde, D. M., 1995; Wolfe, F. et 
al., 1998). 
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2.1.3 Clasificación, diagnóstico y evaluación de la actividad de la AR 

Los nuevos criterios de clasificación de la AR desarrollados en conjunto por ACR/EULAR en el 2010 
(Funovits, J. et al., 2010), se basan en el compromiso articular, FR y/o Anticuerpos Anti 
Péptidos/Proteínas Citrulinadas (ACPA), los reactantes de fase aguda (velocidad de 
eritrosedimentación (ESD) y medida de proteína C reactiva en suero (PCR)) y la duración de los 
síntomas. Una puntuación ≥6/10 es necesaria para la clasificación de un paciente con AR definitiva 
(tabla 1.2).  

 Puntuación 
Población objetivo (¿Quién debe hacerse la prueba?): Pacientes que: 
1) Tienen al menos una articulación con sinovitis clínica definitiva (edema) 
2) con sinovitis no explicada mejor por otra enfermedad 

 

Criterios de clasificación para la AR (algoritmo basado en puntuación: sumar la 
puntuación de las categorías A-D; una puntuación de ≥6/10 es necesaria para la 
clasificación de un paciente con AR definitiva) 

 

A. Compromiso articular  
1 articulación grande 
2-10 articulaciones grandes 
1-3 articulaciones pequeñas (con o sin compromiso de articulaciones grandes) 
4-10 articulaciones pequeñas (con o sin compromiso de articulaciones grandes) 
> 10 articulaciones (al menos 1 articulación pequeña) 

 
0 
1 
2 
3 
5 

B. Serología (al menos 1 resultado de la prueba es necesaria para la clasificación) 
FR negativo y ACPA negativo 
FR débil positivo o ACPA débil positivo 
FR fuerte positivo o ACPA fuerte positivo 

 
0 
2 
3 

C. Reactantes de fase aguda (al menos 1 prueba es necesaria para la clasificación) 
PCR normal y ESD normal 
PCR anormal o ESD anormal 

 
0 
1 

D. Duración de los síntomas 
< 6 semanas 
≥ 6 semanas 

 
0 
1 

Tabla 1.2. Criterios para la Clasificación 2010 del ACR/EULAR para Artritis Reumatoidea. 

Desafortunadamente, estos criterios no fueron diseñados para el diagnóstico temprano de la 
enfermedad. Debido a que la destrucción de las articulaciones comienza dentro de las pocas 
semanas desde la aparición de los síntomas, es necesario realizar un diagnóstico y un tratamiento 
tempranos, de manera de disminuir al máximo la progresión de la enfermedad. También es 
indispensable el monitoreo de la AR en términos de pronóstico y respuesta terapéutica. Hasta el 
presente no existe un biomarcador que satisfaga tales necesidades y tampoco un único test que 
confirme el diagnóstico de la enfermedad. Sin embargo, la realización de varias pruebas en conjunto 
puede incrementar las certezas del diagnóstico y permitir el seguimiento tanto de la progresión de 
la enfermedad como de la efectividad de los tratamientos. 

Las pruebas de laboratorio que a menudo ayudan en el diagnóstico y en la evaluación de la actividad 
de la enfermedad en pacientes con AR son: la determinación de la ESD, determinación de los niveles 
de CRP, de FR y de anticuerpos antipéptidos cíclicos citrulinados (anti-PCC).  
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Valores elevados de ESD se asocian con enfermedad severa. Desafortunadamente, este parámetro 
no es específico y puede verse afectado por otros factores como la edad, el sexo y la presencia de 
anemia (Funovits, J. et al., 2010). 

En cuanto a CRP, este reactante de fase aguda ha demostrado buena correlación con la actividad de 
la enfermedad. Además, valores basales elevados predicen daño radiológico. Es más específico que 
la ESD, sin embargo, debe tenerse en cuenta que aproximadamente un 30% de los pacientes con AR 
presentan reactantes de fase aguda dentro de valores normales a pesar de encontrarse en actividad 
(Funovits, J. et al., 2010). 

El FR, un complejo de IgM e IgG, es el anticuerpo tradicional en AR. Altos niveles de FR se 
correlacionan con un peor pronóstico y una mayor actividad de la enfermedad (Hill, J., 2006). 
Tampoco es específico ya que en AR temprana es positivo sólo en el 35 % de los casos (Funovits, J. 
et al., 2010). Además, ser FR positivo no es diagnóstico de la enfermedad ya que puede encontrarse 
en otras enfermedades del tejido conectivo, en algunas infecciones crónicas y en enfermedades 
inflamatorias crónicas (Hill, J., 2006). 

Los anticuerpos anti-PCC son producidos por células B y se han encontrado dentro de las 
articulaciones inflamadas en AR (Hill, J., 2006). La positividad de los anti-PCC es predictiva de artritis 
persistente y de daño radiológico. Estos autoanticuerpos, a pesar de tener sensibilidad similar al FR, 
han demostrado ser más específicos y con mayor valor predictivo positivo para AR (Funovits, J. et 
al., 2010). 

También son de gran utilidad evaluaciones radiográficas de las articulaciones y evaluaciones 
mediante otras técnicas por imagen, como ecografía y resonancia magnética, que pueden detectar 
precozmente erosiones óseas (Funovits, J. et al., 2010). 

Para medir el dolor y la actividad de la enfermedad existen escalas analógicas visuales (VAS) que 
consisten en una línea horizontal de 100 mm de longitud. La escala que evalúa el dolor va desde 0 
(ningún dolor) hasta 100 (máximo dolor). El paciente debe hacer una marca que represente el nivel 
de dolor que siente. Luego se mide la distancia entre la marca y el comienzo de la escala. La escala 
que se refiere a la actividad de la enfermedad puede ser determinada tanto por el paciente 
(evaluación global de la enfermedad desde el punto de vista del paciente, EGP) como por el médico 
(evaluación global de la enfermedad desde el punto de vista del médico, EGM). En este caso 0 
corresponde a “muy bien” y 100 a “muy mal”. Estas escalas han demostrado ser una representación 
confiable del dolor experimentado por los pacientes y sensible al cambio en la actividad de la AR 
(Hill, J., 2006; Lázaro de Mercado, P. et al., 2007; Funovits, J. et al., 2010). 

Los cuestionarios de autoevaluación son indispensables para una adecuada evaluación del paciente 
con AR. El HAQ (por sus siglas en inglés, Health Assessment Questionnaire) es un cuestionario de 
respuesta fácil y rápida y cálculo sencillo con buena reproducibilidad y consistencia interna (Ramey, 
D. R. et al., 1992). Consta de 20 preguntas distribuidas en 8 categorías que incluyen: vestirse y 
arreglarse, levantarse, comer, caminar, higienizarse, alcanzar, prensión y otras actividades (Pincus, 
T. et al., 2003). El valor de cada categoría se califica desde 0 (realizar las tareas sin dificultad) hasta 
3 (incapacidad para hacerlo). Los valores de cada categoría son promediados y el resultado final 
tiene un rango de 0 (normal) a 3 (mayor grado de discapacidad). Un HAQ > 1.25 refleja enfermedad 
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severa (Hawley, D. J. et al., 1993). Un HAQ ≥ 0.87 se asocia con discapacidad laboral (Hogrefe, J. F. 
et al., 2007). 

La medición de la actividad de la enfermedad se ha convertido en un componente importante para 
el tratamiento de la AR. En este sentido, debido a que las evaluaciones clínicas y las pruebas de 
laboratorio no han demostrado un buen desempeño individual, estas se han incorporado en índices 
compuestos para alcanzar una mejor capacidad discriminativa. El que mejor califica para evaluar y 
discriminar entre alta y baja actividad de la AR es el DAS28 (Prevoo, M. L. et al., 1995). 

El DAS28-ESD (por sus siglas en inglés, Disease Activity Score using 28 joint counts) comprende 
determinaciones subjetivas —número de articulaciones doloridas (NAD)— y objetivas —número de 
articulaciones inflamadas (NAI) y ESD—. En la figura 1.8 se muestran las 28 articulaciones evaluadas 
en la determinación de este índice; el conteo articular no considera las articulaciones de pies, 
tobillos y caderas. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 1.8. Representación de las 28 articulaciones empleadas en la determinación del índice DAS28. Adaptado de 
Rheumakit (www.rheumakit.com/en/calculators/das28) 

 

El DAS28-ESD se calcula de la siguiente manera: 

 

Este índice puede tomar valores entre 0 y 9.4. Su interpretación es: 

-DAS28-ESD <2,6: remisión. 

-DAS28-ESD ≤ 3.2: baja actividad. 

-DAS28-ESD > 3.2 y ≤ 5.1: moderada actividad. 

-DAS28-ESD > 5.1: alta actividad. 

Un cambio en el DAS28-ESD de 1.2 se considera significativo y se recomienda realizar el DAS28-ESD 
cada tres meses. Cabe destacar, que un paciente individual puede estar activo de su enfermedad 
con hasta 10 articulaciones tumefactas, aún con un DAS 28 en niveles de remisión. 
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Si bien este índice es mejor que el uso de una única determinación, hay que tener en cuenta que las 
determinaciones que lo componen, además de la subjetividad de dos de ellas, pueden verse 
influidas por el daño acumulativo y por otras enfermedades distintas a la AR (por ejemplo, 
fibromialgia y osteoartritis). Por lo tanto, para mejorar la evaluación clínica de la AR sería de gran 
valor el uso de información objetiva adicional acerca de procesos subyacentes a la enfermedad. 

2.1.4 Tratamientos y evaluación de la respuesta terapéutica 

La AR requiere, generalmente, tratamiento de por vida que incluye medicamentos, fisioterapia, 
ejercicio, educación y, en ocasiones, cirugía. 

Existen tres líneas de tratamientos con medicamentos (Hill, J., 2006): 

-Terapias de primera línea. Se usan analgésicos como aspirina y paracetamol para aliviar el dolor, 
drogas antinflamatorias no esteroideas o NSAID (por sus siglas en inglés, non-steroidal anti-
inflammatory drugs) que reducen los síntomas producidos por la inflamación al disminuir la 
producción de prostaglandinas o corticoesteroides, que reducen la inflamación y la aparición de 
erosiones, cuyo modo de acción es mediante su unión a receptores específicos inhibiendo la 
producción de citoquinas clave y la activación y proliferación de células T. 

-Terapias de segunda línea. Las drogas antirreumáticas modificadoras de la enfermedad o DMARD 
(por sus siglas en inglés, disease-modifying antirheumatic drugs) son inductoras de remisión de la 
enfermedad. Se usan combinadas entre ellas o con drogas de primera línea. Incluyen: metotrexato, 
azatioprina, compuestos de oro, hidroxicloroquina, entre otras. 

-Terapias biológicas. Son terapias dirigidas que modifican la respuesta biológica. Se usan 
antagonistas de citoquinas proinflamatorias endógenas como receptores solubles o anticuerpos 
monoclonales. Por ejemplo, Etanercept, Adalimumab e Infliximab bloquean a TNF-α, Rituximab 
(anti-CD20) está dirigido contra los linfocitos B, Anakinra bloquea la acción de IL-1 y Tocilizumab la 
de IL-6. 

El objetivo del tratamiento de la AR es inducir la remisión completa de la enfermedad o, 
alternativamente, conseguir la mínima actividad inflamatoria posible. Los criterios de respuesta de 
EULAR (por sus siglas en inglés, European League Against Rheumatism) tienen en cuenta tanto el 
grado de mejoría como la situación actual del paciente. La respuesta de EULAR se define según el 
cambio logrado en el DAS28-ESD luego del tratamiento (tabla 1.3; van Gestel, A. M. et al., 1999). 

Actividad DAS28-ESD>1,2 DAS28-ESD≤1,2 y >0,6 DAS28-ESD≤0,6 
Baja 
DAS28-ESD≤3,2 

Buena respuesta   

Moderada 
DAS28-ESD>3,2 y ≤5,1 

 Moderada respuesta  

Alta 
DAS28-ESD>5,1 

  Sin respuesta 

Tabla 1.3. Criterios de respuesta EULAR 
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2.1.5 Remisión de la AR 

Existen dos criterios de remisión de la AR, uno establecido por ACR (por sus siglas en inglés, 
American College of Rheumatology) y otro por EULAR. El primero consiste en una evaluación global 
y el segundo evalúa la remisión según el DAS28-ESD. 

Criterios de remisión de la AR según ACR (Pinals, R. S. et al., 1981): 

-Rigidez matutina ausente o no mayor a quince minutos. 

-Ausencia de cansancio. 

-Ausencia de dolor articular en la anamnesis. 

-Ausencia de dolor articular a la presión. 

-Ausencia de inflamación sinovial y tenosinovial. 

-Eritrosedimentación normal. 

La presencia de al menos cinco de estos criterios durante dos meses o más son suficientes para 
catalogar a un paciente en remisión completa de su enfermedad; siempre que no se encuentre 
alguna de las siguientes exclusiones: manifestaciones clínicas de vasculitis activa, pericarditis, 
pleuritis, miositis, pérdida de peso reciente sin causa o fiebre atribuida a la AR. Las desventajas de 
estos criterios son que no están adecuadamente detallados, no hay consenso sobre cómo evaluar 
fatiga y rigidez matutina y, además, tres de las seis variables son subjetivas (Funovits, J. et al., 2010). 

Criterios de remisión de la AR según EULAR (Pinals, R. S. et al., 1981; Fransen, J. et al., 2004): 

-DAS28-ESD < 2.6. 

Este valor está en revisión debido a que no todos los pacientes con DAS28-ESD < 2.6 se encuentran 
en remisión. Un nuevo valor de corte de remisión propuesto para el DAS28-ESD es < 2.4, pero aún 
este valor permite la presencia de hasta 12 articulaciones inflamadas. De todas maneras, es 
aconsejable tener en cuenta las articulaciones no evaluadas en el DAS28-ESD antes de definir si un 
paciente se encuentra realmente en remisión (Mäkinen, H. et al., 2005; Landewé, R. et al. 2006). 

2.1.6 TGF-β y AR 

Existen evidencias de que TGF-β y sus receptores actúan como potentes reguladores de los eventos 
inflamatorios en el tejido sinovial de la AR. Tanto en líquido sinovial como en células derivadas de la 
estructura articular de pacientes con AR se han encontrado niveles aumentados de TGF-β1 (Lafyatis, 
R. et al., 1989; Chu, C. Q. et al., 1991; Szekanecz, Z. et al., 1995; Schlaak, J. F. et al., 1996). Además, 
se han correlacionado los niveles séricos aumentados de TGF-β1 en pacientes con AR con un mayor 
daño articular (Mieliauskaite, D. et al., 2009). 

Numerosos estudios realizados en modelos de fibrosis han mostrado el efecto beneficioso de 
bloquear el TGF-β  con oligonucleótidos antisentido (Arias, M. et al., 2003; Philipp, K. et al., 2005), 
anticuerpos específicos anti-TGF-β (Denis, M., 1994; McCormick, L. L. et al., 1999) o péptidos 
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sintéticos (Ezquerro, I. J. et al., 2003; Santiago, B. et al., 2005; Kondou, H. et al., 2003), demostrando 
el papel de TGF-β como agente profibrótico. 

En modelos animales de artritis se observó, que la administración sistémica de TGF-β1 en ratas 
susceptibles suprimió el desarrollo de artritis experimental. Además, la inyección intraperitoneal de 
un anticuerpo neutralizante de TGF-β incrementó la artritis inducida en ratones DBA/1 (Thorbecke, 
G. et al., 1992; Sancho, D. et al., 2003). A su vez se ha demostrado que células madre mesenquimales 
derivadas de médula ósea e inducidas con TGF-β disminuyen la incidencia y la gravedad de la artritis 
en ratones con CIA con la enfermedad establecida. Asimismo, incrementan la proporción Foxp3/IL-
17 en el bazo y la cavidad peritoneal, y disminuyen la producción de citocinas proinflamatorias (Park, 
M. J. et al., 2011). Otro estudio realizado en ratones con CIA mostró un aumento significativo de 
TGF-β1 y TGF-β 2 en la articulación (Marinova-Mutafchieva, L. et al., 2006), principalmente durante 
la fase de remisión, indicando que ambas citocinas están implicadas en la regulación de la actividad 
de la enfermedad. Estos resultados sugieren que TGF-β, tanto exógeno como endógeno, tiene una 
actividad antiartrítica. 

Sin embargo, también son numerosos los trabajos que exhiben un papel de TGF-β totalmente 
contrario. De hecho, inyecciones repetidas de TGF-β1 en la articulación de ratones sanos inducen 
inflamación e hiperplasia sinovial (Van Beuningen, H. M. et al., 1994). Igualmente, la inyección 
articular de TGF-β1 en ratas induce reclutamiento de neutrófilos, eritema, proliferación e infiltración 
sinovial, principalmente por linfocitos T (Fava, R. A. et al., 1991; Allen, J. B. et al., 1990). Varios 
trabajos apoyan este concepto de TGF-β como agente proinflamatorio. El tratamiento con un Ac 
anti- TGF-β directamente en la articulación de ratas con artritis inducida mediante el modelo de 
SCW inhibe la inflamación sinovial, la resorción ósea y la producción de citocinas proinflamatorias 
(Wahl, S. M. et al., 1993). Otros autores muestran que el tratamiento con un Ac-anti- TGFBR1 en 
ratones con artritis inducida con Ac anti-colágeno previene los signos de la artritis, el desarrollo de 
la hiperplasia, la inflamación y la angiogénesis sinovial (Sakuma, M. et al., 2007). Según estos 
hallazgos TGF-β, tanto exógeno como endógeno, actuaría como pro-artrítico. 

La posible explicación a estos resultados contradictorios puede encontrarse en la regulación 
diferencial de la inflamación por parte de TGF-β. 

2.1.6.1 Efectos de TGF-β sobre leucocitos en AR 

Se ha demostrado que, en pacientes con AR, TGF-β ejerce un efecto singular sobre linfocitos, 
macrófagos y granulocitos. 

En líquido sinovial, el uso de un anticuerpo específico contra TGF-β es capaz de neutralizar la mayor 
parte de la actividad que inhibe la proliferación de células T. Además, se demostró que en líquido 
sinovial TGF-β es capaz de inhibir completamente la proliferación de células T CD4+ y parcialmente 
la de los linfocitos T CD8+ (31.1% de inhibición). Estos resultados indican que este factor de 
crecimiento sería un modulador importante de la respuesta inmune durante la sinovitis (Lotz, M. et 
al., 1990). 

Otro estudio reveló que el líquido sinovial reumatoide suprime directamente la función de los 
linfocitos y su señalización con células dendríticas. Esta inhibición es llevada a cabo, principalmente, 
por TGF-β y pareciera alterar indirectamente la regulación de las moléculas coestimuladoras 
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CD80/CD86 en células dendríticas. Esto sugiere que el TGF-β del líquido sinovial, al suprimir la 
señalización célula dendrítica-linfocito T, sería un componente principal involucrado en perpetuar 
la enfermedad clínica (Summers, K. L. et al., 1999). 

En lo que respecta a los macrófagos, estos parecen tener un rol central en la AR ya que están 
presentes en grandes cantidades tanto en la membrana sinovial inflamada como en la unión del 
cartílago con el pannus (Kinne, R. W. et al., 2000). De hecho, se encontró que TGF-β1 está presente 
en el 63 % de las células del revestimiento, 43% de macrófagos intersticiales y en el 48% de células 
vasculares endoteliales del tejido sinovial de AR, mientras que sólo se encuentra en unas pocas 
células del tejido sinovial normal y en osteoartritis (Szekanecz, Z. et al., 1995). Por lo tanto, TGF-β1 
actuaría como un potente regulador de los eventos inflamatorios, fibróticos y angiogénicos en el 
tejido sinovial de la AR. 

Además, se ha demostrado que el tratamiento exitoso de pacientes con AR con DMARD produce un 
efecto substancial sobre el contenido de macrófagos de la membrana sinovial, con un efecto menos 
pronunciado sobre los linfocitos T de memoria. Esto sugiere que el efecto principal de las DMARD 
estaría dirigido contra los macrófagos, con la consecuente disminución de citoquinas pro y 
antinflamatorias tales como IL-1β, TNF-α y TGF-β (Smith, M. D. et al., 2001). 

TGF-β cumple un papel importante como como factor proinflamatorio al estimular la secreción de 
citocinas como TNF-α e IL-1, siendo indirectamente un potente quimioatrayente de neutrófilos 
(Cheon, H. et al., 2002; Buckley, C. D. et al., 2000). En pacientes con enfermedades autoinmunes 
como la AR, y en modelos experimentales de estas enfermedades, se ha reportado función 
fagocítica deficiente de granulocitos, lo que podría contribuir al riesgo aumentado de infecciones 
observado en estos pacientes. TGF-β parece jugar un papel esencial en la adquisición de esta 
sensibilidad disminuida por parte de los granulocitos (Gresham, H. D. et al., 1991). 

Por otra parte, TGF-β es capaz de ejercer efectos patogénicos en el tejido sinovial, donde los 
granulocitos representarían una fuente significativa del TGF-β presente en los derrames sinoviales 
(Fava, R. A. et al., 1991). 

2.1.6.2 Mecanismos de acción de TGF-β en AR 

Aunque aún no está definitivamente establecido el mecanismo de acción de TGF-β en la AR, se 
postulan diversas acciones por medio de las cuales esta citoquina puede regular la patogénesis en 
el curso de la enfermedad: 

-TGF-β puede modular la expresión de citoquinas inflamatorias tales como TNF-α e IL-1β (Derynck, 
R. et al., 1998; Cheon, H. et al., 2002; Buckley, C.D. et al., 2000). 

-TGF-β regula la producción de metaloproteasas (Edwards, D. R. et al., 1996; Cheon, H. et al., 2002; 
Buckley, C.D. et al., 2000). 

-TGF-β1 es un factor fuertemente quimiotáctico pudiendo atraer células inflamatorias al tejido 
sinovial (Allen, J. B. et al., 1990). 
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-TGF-β puede acelerar la hipertrofia sinovial al inducir la proliferación de fibroblastos e, incluso, 
puede modular la apoptosis de los fibroblastos sinoviales (Derynck, R. et al., 1998; Kim, G. et al., 
2002). 

-TGF-β puede inducir la expresión del factor de crecimiento endotelial vascular o VEGF (por sus siglas 
en inglés, vascular endothelial growth factor), contribuyendo de esta manera, indirectamente, a la 
angiogénesis de la membrana sinovial artrítica (Berse, B. et al., 1999). 

2.1.6.3 Variantes de splicing de TGFBR2 y AR. 

Debido al impacto que tiene TGF-β sobre los leucocitos de pacientes con AR, en nuestro laboratorio 
se estudió si los niveles de ARNm de variantes de splicing de TGFBR2 en pacientes con AR podrían 
estar correlacionados con algún/algunos parámetros clínicos de la enfermedad (Carrea, A. Tesis 
doctoral 2015). Para ello, se purificaron células mononucleares y neutrófilos de pacientes sin y con 
AR (N=9 por grupo, apareados por edad y sexo). De las células mononucleares se purificaron 
monocitos mediante adherencia al plástico (porcentajes de pureza 36%-89%), quedando en la 
fracción no adherente mayoritariamente linfocitos. En primera instancia se cuantificaron los niveles 
relativos de ARNm para las tres variantes de splicing del receptor TGFBR2 en las tres poblaciones 
aisladas mediante RT-qPCR, utilizando primers específicos (figura 1.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.9. Representación esquemática de las variantes de splicing de TGFBR2 y los sitios de pegado de los primers 
utilizados en RT-qPCR. Amplificación de TGFBR2A: primers P3 (forward) y P2 (reverse), amplificación de TGFBR2B: 
primers P1 (forward) y P2 (reverse), amplificación de TGFBR2-SE: primers P3 (forward) y P4 (reverse). 

Estos niveles fueron comparados con la finalidad de obtener indicios de sus potenciales usos como 
biomarcadores de diagnóstico de la AR, no encontrándose una tendencia entre dichos niveles y la 
presencia de la enfermedad. Posteriormente se procedió a analizar potenciales relaciones entre los 
niveles de ARNm de las variantes de splicing de TGFBR2 y parámetros clínicos de la enfermedad para 
cada uno de los pacientes. De este análisis surgieron un grupo de correlaciones estadísticamente 
significativas (tabla 1.4).  
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Variables correlacionadas Coeficiente de 
Spearman (rs) 

Valor de p 

Número articulaciones inflamadas – ARNm TGFBR2A en monocitos 0,845 0,006 
Número articulaciones inflamadas – ARNm TGFBR2B en monocitos 0,778 0,018 
Número articulaciones doloridas – ARNm TGFBR2A en monocitos 0,778 0,018 
Número articulaciones doloridas – ARNm TGFBR2B en monocitos 0,720 0,034 

DAS28-ESD – ARNm TGFBR2A en monocitos 0,7 0,043 
DAS28-ESD – ARNm TGFBR2B en monocitos 0,733 0,031 

ESD – ARNm TGFBR2-SE en linfocitos 0,714 0,036 
HAQ – ARNm TGFBR2B en granulocitos -0,870 0,004 

VAS médico – ARNm TGFBR2B en granulocitos -0,711 0,038 
DAS28-ESD – ARNm TGFBR2-SE en granulocitos -0,761 0,037 

Tabla 1.4. Correlaciones estadísticamente significativas entre las distintas variables determinadas en los pacientes 
involucrados en la cohorte 1. Las correlaciones se realizaron mediante el test de Spearman usando el softward 
OriginPro 8.5.1 (Origin Lab Corporation, Northampton, MA, USA). Valores de p < 0,05 fueron considerados 
estadísticamente significativos. 

Dentro de las correlaciones con mayor proyección como potencial biomarcador de actividad, se 
encontró que el índice DAS28-ESD correlacionaba positivamente y de manera significativa con los 
niveles de ARNm de TGFBR2A y TGFBR2B de monocitos de pacientes con AR (figura 1.10).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1.10. Correlaciones positivas entre las abundancias relativas de los ARNm de TGFBR2A y TGFBR2B en 
monocitos y el índice DAS28-ESD, cohorte 1. Los números corresponden al número asignado a cada voluntario 
involucrado en el estudio. El análisis de las correlaciones se hizo utilizando el test de Spearman, para lo que se usó el 
software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla California, USA). rs: coeficiente de correlación de Spearman. 
Valores de p<0,05 fueron considerados estadísticamente significativos 

A su vez, la correlación con un índice de Spearman más alto y estadísticamente más significativa fue 
observada cuando se desafío el índice DAS28-ESD con los niveles relativos de la suma de ambas 
variantes de splicing (figura 1.11). 

Figura 1.11. Correlación positiva entre la suma de las 
abundancias relativas de los ARNm de TGFBR2A y TGFBR2B en 
monocitos y el índice DAS28-ESD, cohorte 1. los números 
corresponden al número asignado a cada voluntario 
involucrado en el estudio. El análisis de las correlaciones se hizo 
utilizando el test de Spearman, para lo que se usó el software 
Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla California, USA). 
rs: coeficiente de correlación de Spearman. Valores de p<0,05 
fueron considerados estadísticamente significativos. 
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Estos resultados sitúan a los monocitos y a dichas variantes de splicing como potenciales 
biomarcadores de actividad y sugieren un análisis más profundo, demandando un método de 
purificación más específico que permita obtener mayores porcentajes de pureza. Y con la finalidad 
de desarrollar un método que permita ser realizado en laboratorios bioquímicos y hospitales, 
estudiar estrategias de simplificación de la metodología.  

Por otra parte, del estudio de las variantes de splicing del receptor II en neutrófilos, se observó que, 
en una cohorte de 9 pacientes con AR, los niveles de ARNm de TGFBR2-SE de neutrófilos 
correlacionaron negativamente, y de manera significativa, con los valores de DAS28-ESD (figura 
1.12).  

  
Figura 1.12. Correlación positiva entre la abundancia relativa 
del ARNm de TGFBR2-SE en neutrófilos y el índice DAS28-ESD. 
Los números corresponden al número asignado a cada 
voluntario involucrado en el estudio. El análisis de las 
correlaciones se hizo utilizando el test de Spearman, para lo 
que se usó el software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, 
La Jolla California, USA). rs: coeficiente de correlación de 
Spearman. Valores de p<0,05 fueron considerados 
estadísticamente significativos. 

 
 

Resultado que demanda un mayor análisis de la relación entre TGFBR2-SE en neutrófilos y la 
actividad de AR, en búsqueda de potenciales biomarcadores de actividad 

2.2 Osteoartritis 

La Osteoartritis (Artrosis u Osteoartrosis = OA) representa la patología articular más prevalente y la 
mayor causa de dolor musculoesquelético, provocando gran discapacidad en la población añosa de 
todo el mundo (Lawrence, R. C. et al., 1998). Es una enfermedad de origen fundamentalmente 
degenerativo, con grados variables de inflamación que compromete cualquiera de los tejidos 
articulares; el cartílago se degenera y demuestra lesiones de fibrilación, con fisuras y ulceraciones 
que van determinando la pérdida total del espesor de la superficie articular (Kuttner, K. et al., 1995). 
Los cambios en el cartílago y en el hueso subcondral se traducen en las imágenes radiológicas 
(pinzamiento del espacio articular, formación de osteofitos, esclerosis del hueso subcondral, quistes 
y deformidades) tan características de esta entidad. 
La homeostasis de una articulación sana depende de la interacción adecuada entre las células 
articulares y los tejidos. La comunicación celular perturbada provocaría la pérdida de la integridad 
del tejido y el daño a todos los tejidos articulares. De este modo, la OA se puede considerar como 
una enfermedad articular completa en la que se pierde la homeostasis y es en este punto en el que 
la articulación ha entrado en un estado de enfermedad irreversible. (Van der Kraan, P. M., 2018). 
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2.2.1 Epidemiología y etiología 

Los síntomas y signos articulares de la artrosis (dolor, rigidez, derrame articular, limitación de la 
movilidad) son progresivos y de evolución crónica. En el primer estadio de la enfermedad, el dolor 
está asociado al movimiento y al esfuerzo al que se someten las articulaciones. No obstante, la 
dolencia cesa mientras se está en reposo. Luego, cuando se agrava, el malestar puede aparecer 
durante la noche y afectar el descanso nocturno, pudiendo llegar a sentirse en forma constante y 
comprometer en gran medida las actividades diarias. El dolor y las deformaciones articulares 
producen contracturas y luego atrofia muscular, que contribuyen a la inestabilidad e incongruencia 
articular, que terminan dañando aún más al cartílago, al hueso y conducen a cuadros clínicos 
severos, con mayor dolor y restricción de los movimientos. 

La OA es multifactorial y entre sus diversas causas influyentes se encuentran alteraciones genéticas 
(por ejemplo, mutaciones en genes del colágeno, particularmente COL2A1), factores sistémicos 
(mayor edad, sexo femenino), metabólicos (hemocromatosis, ocronosis, artropatía por presencia 
de cristales de pirofosfato cálcico dihidratado o de hidroxiapatita), biomecánicos (sobrepeso u 
obesidad, traumatismos, desalineación, displasias, patología meniscal). 

Es difícil conocer, aún en países desarrollados las cifras exactas de su ocurrencia debido a las 
diferentes definiciones de enfermedad ya sean radiográfica, sintomática o ambas. En publicaciones 
que abordan este tipo de estudios, la prevalencia de OA sintomática de caderas y rodillas en 
personas ≥45 años fue casi del 10% y 16%, respectivamente (Jordan, J. M. et al., 2007; Jordan, J. M. 
et al., 2009). En pacientes ≥70 años de edad, con radiología característica de OA en las manos y 
manifestaciones clínicas que alteraban frecuentemente la función, se demostró una prevalencia del 
26,2% en las mujeres y del 13,4% en los hombres (Zhang, Y. E., 2002). Por lo tanto, a manera de 
ejemplo y según cálculos estimativos, en nuestro país la OA de cadera afectaría sintomáticamente 
a unas 900 mil personas, mientras que padecerían dolor en rodillas o manos por causa de la 
enfermedad 1,5 y 0,6 millones de pacientes respectivamente. Estas cifras podrían llegar a aumentar 
en las siguientes décadas. 

2.2.2 Clasificación y diagnóstico de la OA 

Clásicamente afecta las caderas, rodillas, manos, pies o la columna vertebral. Existen numerosas 
clasificaciones de esta entidad, pero es posible simplificarlas y mencionar aquellas que la diferencian 
en OA Primaria y Secundaria, Monoarticular o Generalizada (cuando compromete 3 o más de los 
sitios mencionados), Hipertrófica o Atrófica. Es posible encontrar gran cantidad de estudios 
destinados a definir las características de la OA, tanto para fines epidemiológicos como clínicos. Esto 
ha permitido confeccionar Criterios de Clasificación (“Diagnóstico”) para la OA en caderas, rodillas 
o manos (Altman, R. et al., 1986; Altman, R. et al., 1991; Altman, R. et al., 1990). Evaluados en forma 
prospectiva y validados, son los más utilizados por la mayoría de los autores.  

La radiología simple es el método de elección para el diagnóstico y evaluación del daño en OA. 
Aunque las clasificaciones que se obtienen por visión directa son las que mejor objetivan el grado 
de lesión, siendo la clasificación de Outerbridge la más utilizada internacionalmente (Outerbridge, 
R. E., 1961). Sin embargo, actualmente, nuevos métodos de diagnóstico por Imágenes como lo son 
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la resonancia y la tomografía son motivo de amplia investigación (Burgkart, R. et al., 2001; Abadie, 
E. et al., 2004). 

2.2.3 Tratamientos y evaluación de la respuesta terapéutica 

Respecto a su tratamiento, los principales objetivos del mismo son reducir los síntomas, minimizar 
la posible discapacidad y limitar la progresión de la enfermedad. Estos objetivos se podrían alcanzar 
siguiendo un cierto ordenamiento, con una base constituida por aquellas medidas no 
farmacológicas, como son la educación del paciente (por ejemplo, disminución del peso corporal, 
planes de autocuidado, tomar conciencia de la enfermedad, mayor adherencia a los tratamientos), 
y la terapia física y terapia ocupacional. Todo lo mencionado deberá complementarse con un 
adecuado tratamiento farmacológico, sea éste sistémico o local (tópico o intraarticular).  
Existen numerosas recomendaciones que sugieren aquellas mediciones que deberán realizarse para 
un seguimiento apropiado de los pacientes: 

a) Subjetivas: 

- Cuantificación del Dolor por Escala Visual Analógica (EVA) o el Cuestionario de dolor constante o 

intermitente (ICOAP) 

- Rigidez en minutos o por EVA 

- Cuestionarios que evalúan la Función de las manos (AUSCAN; FIHOA) o de las caderas-rodillas 

(WOMAC; WOMAC Ab) 

- Calidad de Vida (cuestionario general: SF36 o cuestionario específico para OA de rodillas y caderas: 

OAKHQOL)] 

b) Objetivas: basadas en el Examen Físico o en el diagnóstico por imágenes  

Todas estas evaluaciones, ya sea empleadas en forma individual o en conjunto, se consideran 
imprescindibles (Zhang, W. et al., 2007; Zhang, W. et al., 2008; Hawker, G. A. et al., 2008; Zhang, W. 
et al., 2007; Bellamy, N. et al., 2002; Dreiser, R. L. et al., 2000; Rat, A. C. et al., 2005; Rat, A. C. et al., 
2006; Rat, A. C. et al., 2008).  

2.2.4 TGF-β y OA 

El factor de crecimiento transformante β (TGF-β) es una citoquina que desempeña un papel 
importante tanto en las articulaciones normales como en las afectadas por la osteoartritis (OA), la 
enfermedad articular más común. En una articulación normal, el TGF-β activo solo está presente 
después de la carga articular y solo por un período corto. En contraste, se detectan niveles 
permanentes y altos de TGF-β activo en las articulaciones de OA. Debido a esta diferencia en los 
niveles y el período de exposición de las células de la articulación al TGF-β activo, es que la función 
del TGF-β es notablemente diferente en las articulaciones normales respecto de la que tiene en las 
de OA (van der Kraan, P. M., 2018) (figura 1.13). 
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Figura 1.13. Papel del TGFβ en una articulación normal y en una articulación osteoartrítica. En una articulación sana, 
la señalización de TGF-β inducida por carga es importante en el mantenimiento del fenotipo de condrocitos 
diferenciados. En una articulación osteoartrítica, Los niveles de TGFβ aumentan y la expresión del receptor de TGFβ 
en los condrocitos se encuentra alterada. Las altas concentraciones de TGFβ estimulan la formación de osteofitos, la 
fibrosis sinovial y la esclerosis ósea subcondral y la remodelación. Además, las altas concentraciones de TGFβ, en 
combinación con la expresión alterada del receptor de TGFβ, empujan los condrocitos articulares hacia la hipertrofia. 
Adaptado de van der Kaan, P., 2017. 

2.2.4.1 Niveles de TGF-β en articulaciones sanas y articulaciones de OA 

El cartílago humano sano contiene una gran cantidad de TGF-β que en condiciones normales no es 
fácilmente accesible para los condrocitos (Morales, T. I. et al., 1991). La forma predominante de 
TGF-β en el cartílago articular es TGF-β1 (60% -85% del total), hallándose en grandes cantidades 
(68.5 ± 20.6 ng/mL) (Albro, M. B. et al., 2013). Estudios han revelado niveles elevados de TGF-β 
activo en líquido sinovial de pacientes con OA (4 ng/mL) mientras que en un estudio comparativo 
fueron indetectables los niveles de TGF-β activo en individuos no OA. (Fava, R. et al., 1989; Fang, P. 
K. et al., 1999). A su vez, existe evidencia de que el TGF-β es proteolíticamente activado en el líquido 
sinovial y se han demostrado niveles elevados de proteasas en el líquido sinovial de pacientes OA 
(Zielinski, S. et al., 2000). Estos resultados en conjunto indican claramente que los niveles activos de 
TGF-β son muy bajos o ausentes en articulaciones normales y elevados en enfermedades articulares 
como la OA. 
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2.2.4.2 Efecto del TGF-β en cartílago 

Estudios abocados a la señalización de TGF-β, han demostrado que las vías SMAD2/3 y SMAD1/5/8 
se activan de manera diferencial según la concentración de TGF-β presente. Por ejemplo, en los 
fibroblastos humanos, una concentración relativamente alta de TGFβ (>5ng/ml) estimula 
preferentemente la fosforilación de SMAD1/5/8, mientras que las concentraciones bajas estimulan 
predominantemente la señalización vía fosforilación SMAD2/3 (Remst, D. F. et al., 2014). Un patrón 
similar se ha mostrado en otros tipos de células como las células endoteliales (Goumans, M. J. et al., 
2002). Esta observación indica que en una articulación normal con bajas concentraciones de TGF-β 
activo, la vía SMAD2/3 se activaría preferentemente, mientras que en una articulación con altas 
concentraciones se favorecería la ruta SMAD1/5/8. Este desbalance en las vías de señalización 
debido a las concentraciones de TGF-β sumado a la reducción en la expresión de ALK5 relacionada 
con la edad y el aumento de la expresión de ALK1, cambiarían el equilibrio hacia la degradación del 
cartílago, siendo responsables del origen y el desarrollo de la OA (figura 1.14) (van der Kraan, P. M., 
2017). 

Figura 1.14. Cambios relacionados con la edad en la señalización de TGFβ en el cartílago articular. En el cartílago 
sano y joven, el factor de crecimiento transformante β (TGFβ) emite señales principalmente a través de la quinasa 5 
similar al receptor de activina (ALK5, vía de señalización de TGFBR2), que estimula la fosforilación de SMAD2/3; 
durante el envejecimiento, una disminución en la expresión de ALK5, en combinación con la expresión estable de ALK1 
(que media SMAD1 – SMAD5 – SMAD8 fosforilación), cambia el balance a una relación ALK1: ALK5 más alta. Este 
cambio conduce a la inducción de hipertrofia de condrocitos y da como resultado un cartílago articular que es 
propenso al desarrollo de osteoartritis (OA). Adaptado de van der Kaan, P., 2017. 

Soportando estas teorías, se ha demostrado que la pérdida específica por parte de los condrocitos 
de Smad3, ALK5 o el receptor de TGF tipo II en ratones ha dado como resultado el desarrollo de OA 
a temprana edad (Wang, Q. et al., 2017; Wu, Q. et al., 2008; Yang, X. et al., 2001; Serra, R. et al., 
1997). Estos resultados respaldaron hallazgos en humanos donde defectos en Smad3 finalizaron en 
el desarrollo de OA en individuos jóvenes (van der Laar, I. M. et al., 2011). Poniéndose de manifiesto 

Cartilago normal

Joven Anciana
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la necesidad de una señalización activa de TGF-β a través de la vía de Smad3, para el mantenimiento 
del cartílago en buen estado. 

A su vez, Madej y colaboradores demostraron que la función principal de la activación de TGF-β 
sería la prevención de la diferenciación hipertrófica de los condrocitos articulares. Observando que 
la expresión del colágeno tipo X, un marcador de hipertrofia, en ausencia de carga fue bloqueado 
mediante la adición de TGF-β exógeno o la realización de una carga. Sumado a esto, observaron que 
la señalización de TGF-β inducida por carga también aumentaba la expresión de ALK5 en los 
condrocitos mientras disminuía la expresión de ALK1. Siendo también la expresión de TGF-β1, en su 
forma latente, estimulada por la carga. Todos estos resultados han dilucidado el mecanismo que 
muestra que la señalización de TGF-β inducida por carga es un sistema elegante que evita la 
hipertrofia de los condrocitos y mantiene el cartílago articular sano. (Madej, W. et al., 2016) 

2.2.4.3 Efecto del TGF-β en hueso  

El hueso subcondral es uno de los tejidos que muestra alteraciones en las articulaciones de la OA. 
La remodelación acelerada, indicada por la formación de quistes y la esclerosis subcondral son 
características de las articulaciones con OA (Day, J. S. et al., 2004; Coughlin, T. R. et al., 2016; Funck-
Brentano, T. et al., 2015). Varios estudios indican que el TGF-β se encuentra involucrado en las 
alteraciones presentadas por el hueso subcondral durante el desarrollo de la OA.  En humanos, se 
ha reportado una correlación entre el TGF-β total y la gravedad de la patología, para OA de cadera 
y el aumento del ARNm de los subtipos de TGF-β1 y TGF-β3 en osteoblastos en hueso subcondral 
de articulaciones de rodilla artrósica (Zgoda, M. et al., 2005; Sakao. K. et al., 2009). En animales, se 
observó que tanto en ratas como en ratones con OA (modelo de transección del ligamento cruzado 
anterior [ACLT]) mostraron inhibición de la resorción ósea subcondral, invasión vascular y liberación 
local de TGF-β activo (Hayami, T. et al., 2004; Zhen, G. et al., 2013). A su vez se observó en el modelo 
de ratón, que concentraciones elevadas de TGF-β activo indujeron la formación de agrupaciones de 
células madre mesenquimales nestina positivas en el hueso subcondral. También, se ha puesto de 
manifiesto en ratones, que la expresión elevada de TGF-β1 en osteoblastos indujo OA, mientras que 
la inhibición de TGF-β dio lugar a un menor desarrollo de OA (Zhen, G. et al., 2013). Por otro lado, 
el tratamiento de ratones y ratas con OA (modelo ACLT) con halofuginona, un inhibidor de TGF-β, 
mostró una disminución en el deterioro del hueso subcondral (Cui, Z. et al., 2016). Además, en un 
modelo de OA espontanea en cobayos los cambios en el hueso subcondral fueron en paralelo con 
la expresión activa de TGF-β. Estos datos indican que los altos niveles activos de TGF-β contribuyen 
a los cambios patogénicos observados en el hueso subcondral en las articulaciones de la OA. 

En OA no solo tiene lugar la remodelación ósea sino también la formación de hueso nuevo como 
resultado de la condrogénesis y la osificación ostecondral, la formación de osteofitos. Los osteofitos 
son una característica típica de la OA, no observándose en las articulaciones afectadas por la artritis 
reumatoidea. Los osteofitos son crecimientos óseos que se originan a partir de células progenitoras 
que se ubican en el periostio, la línea fronteriza del cartílago y el hueso (van der Kraan, P. M. et al., 
2007). 

Se ha observado, que las inyecciones de grandes cantidades de TGF-β1 o la sobreexpresión 
mediante adenovirus de TGF-β1 en las articulaciones de la rodilla de ratones inducen la formación 
de osteofitos con estructura y localización similares a las de los osteofitos encontrados en modelos 
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de OA (van Beuningen, H. M. et al., 1994; Bakker, A. C. et al., 2001). La inhibición de la actividad de 
TGF-β, ya sea bloqueando la unión del receptor mediante el uso del receptor de tipo II soluble o 
bloqueando la señalización intracelular usando Smad7, disminuyó significativamente la formación 
de osteofitos en ratones con OA (Scharstuhl, A. et al., 2002; Scharstuhl, A. et al., 2003). 

Estos resultados indican que, al menos en modelos experimentales, el TGF-β es el principal impulsor 
de la formación de osteofitos. Los niveles elevados de TGF-β activo, ausentes en las articulaciones 
normales, activan las células progenitoras que residen en los tejidos articulares, como el periostio, 
para desencadenar la condrogénesis y finalizar con la producción de hueso nuevo. 

2.2.4.4 Células madre mesenquimales (MSC) y OA 

La investigación en modelos experimentales muestra que las MSC derivadas de membrana sinovial 
podrían ser los principales impulsores de la reparación del cartílago en la edad adulta. La alta 
capacidad proliferativa de las MSC en cultivo y sus capacidades condrogénicas y osteogénicas han 
puesto a estas células como principales candidatas para el desarrollo de terapias celulares para la 
OA. Se ha acumulado una gran cantidad de publicaciones sobre cultivo y expansión de MSC, las 
cuales se encuentran en fases clínicas para el tratamiento de la OA (Pers, Y. M. et al., 2016; Yubo, 
M. et al., 2017), aunque la combinación de gastos y eficacia limitada a largo plazo todavía presentan 
un obstáculo importante para la adopción de estas terapias. 

Se encontró que las MSC residentes en líquido sinovial existen a una frecuencia de ~ 40 células por 
millón de células mononucleares en el líquido sinovial de pacientes con OA, en comparación con ~ 
1–2 células por millón en líquido sinovial de pacientes con artritis reumatoidea (Jones, E. A. et al., 
2004). Posteriormente, se encontró que la frecuencia de MSC residentes en líquido sinovial 
aumentó en pacientes con OA precoz de rodilla con defectos de cartílago concomitantes en 
comparación con individuos con dolor de rodilla y ausencia de tales lesiones (Jones, E. A. et al., 
2008). A su vez, las MSC también están presentes en las articulaciones radiográficamente normales 
(Baboolal, T. G. et al., 2014), y en el líquido sinovial de individuos sanos (Harris, Q. et al., 2013). 

El número de MSC residentes en líquido sinovial aumenta en respuesta al daño del ligamento y el 
menisco (Sekiya, I. et al., 2012; Morito, T. et al., 2008; Matsukura, Y. et al., 2014) y también se ha 
informado de un aumento en el número de MSC en el cartílago de la zona superficial (Fellows, C. R. 
et al., 2017) y el hueso subcondral (Campbell, T. M. et al., 2016) de pacientes con OA. En conjunto, 
estos resultados sugieren un potencial de reparación natural, aunque inefectivo. Estudios 
independientes que involucran la administración intraarticular de MSC con cultivo expandido en el 
líquido sinovial han demostrado hasta ahora el injerto exitoso de estas células en los ligamentos 
dañados (Morito, T. et al., 2008), el menisco dañado (Murphy, J. M. et al., 2003) y los defectos del 
cartílago (Wood, J. A. et al., 2012; Baboolal, T. G. et al., 2016), lo que proporciona una prueba de 
principio de que las MSC residentes en las articulaciones podrían contribuir a la reparación de 
estructuras articulares accesibles. 

El perfil genético de las MSC derivadas de líquido sinovial cultivadas y las comparaciones con las 
MSC residentes de membrana sinovial y de la médula ósea sugieren que las MSC residentes de 
líquido sinovial probablemente se originan en la membrana sinovial (Sekiya, I. et al., 2012; Baboolal, 
T. G. et al., 2014). Dado el tamaño de las articulaciones sinoviales humanas, la reubicación de las 
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MSC residentes de la membrana sinovial en el compartimento de fluido proporciona un mecanismo 
para el movimiento "de largo alcance" para acceder al cartílago lesionado y otros tejidos. 

La identificación de poblaciones de MSC en múltiples tejidos dentro de la articulación, incluida la 
membrana sinovial, el tejido adiposo de la articulación, el líquido sinovial y el cartílago de la zona 
superficial, que ocupan el cartílago o están cerca de él, cuestiona la idea de que las MSC residentes 
en la médula ósea son absolutamente necesarias para la reparación del cartílago, especialmente 
para lesiones tempranas. Numerosos estudios no han podido observar las MSC circulatorias en las 
articulaciones sanas (Kuznetsov, S. A. et al., 2001) o postrauma (Tan, H. B. et al., 2015), y solo se ha 
observado un injerto limitado de MSC derivadas de la médula ósea en las lesiones de la superficie 
articular en modelos de ratón (Sergijenko, A. et al., 2016), lo que brinda poco apoyo a la idea del 
papel biológico de las MSC de médula ósea (mediado por la circulación sistémica) en la reparación 
del cartílago (figura 1.15). Es en base a esto y a su factibilidad de obtención es que en esta tesis se 
optó por aislar MSC de líquido sinovial, esperando obtener información representativa de lo que 
está ocurriendo con estas células en la articulación.  

Figura 1.15. Reparación y 
mantenimiento de la articulación por 
parte de MSC. El mantenimiento y la 
reparación de lesiones superficiales 
podrían involucrar células 
progenitoras de cartílago residentes o 
la migración de MSC residentes en 
líquido sinovial y residentes en la 
membrana sinovial. Los condrocitos 
maduros dentro del cartílago también 
son capaces de proliferación y 
migración. Para la pérdida completa 
del grosor del cartílago, especialmente 
con la ruptura de la placa subcondral, 
las MSC derivadas de la médula ósea 
podrían contribuir al proceso de 
reparación desde el lado óseo. 
Adaptado de McGonagle, D. et al., 
2017.  
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2.2.4.5 Células madre mesenquimales (MSC), TGF-β y OA 

El papel del TGF-β en la articulación normal y en la OA es sorprendentemente diferente. En una 
articulación normal, el TGF-β desempeña un papel importante y protector en el mantenimiento del 
condrocito diferenciado, mientras que en una articulación de OA, el TGF-β tiene una acción 
perjudicial debido a su presencia continua en niveles elevados. Esta acción cambiante del TGF-β 
propone a este como un candidato para la terapia de la OA. En general, la OA es un proceso focal, 
que se limita a una o una cantidad definida de articulaciones e incluso en una articulación específica, 
el proceso de la OA puede estar en etapas diferentes dentro de una misma articulación. Es por esto, 
que la inhibición sistémica de TGF-β tiene el peligro de afectar negativamente a las articulaciones 
normales, mientras que la adición de TGF-β extra activo puede resultar en efectos negativos de TGF-
β como se describió anteriormente. Solo la inhibición local en articulaciones con OA severa parece 
ser una opción, aunque debe considerarse que el TGF-β también tiene un papel en la reparación del 
cartílago como estímulo de la condrogénesis de las células precursoras. Teniendo esto en cuenta, 
es que se hizo necesario profundizar aún más el estudio de la cascada de señalización de TGF-β en 
MSC de pacientes con y sin OA, con el fin de desarrollar terapias de tratamiento más efectivos de 
esta enfermedad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

Objetivos 

 

Objetivos generales 

- Ampliar el conocimiento de la cascada de señalización de TGF-β en leucocitos humanos mediante 
el estudio de TGFBR2, sus variantes de splicing e isoformas, que permita contribuir al desarrollo de 
nuevos biomarcadores y de estrategias objetivas de diagnóstico, pronóstico y actividad de la artritis 
reumatoidea. 

- Estudiar en células madre mesenquimales de líquido sinovial (LS-MSC) de pacientes con 
osteoartritis, la relación entre la cascada de señalización de TGF-β y su potencial regenerativo, con 
el fin de identificar moléculas biomarcadoras que permitan desarrollar métodos de diagnóstico, 
pronóstico y evaluación de la enfermedad más certeros, así como como individualizar nuevos 
blancos terapéuticos para el tratamiento de la enfermedad. 

  

Objetivos específicos capítulo 1: TGFBR2 y artritis reumatoidea 

- Estudiar la relación entre la actividad de la AR (DAS28-ESD) y los niveles de ARNm de las variantes 
de splicing TGFBR2A y TGFBR2B, en monocitos purificados mediante inmunoseparación magnética. 

- Simplificar el método anterior utilizando células mononucleares de pacientes con AR. 

- Evaluar, como posible biomarcador de actividad de la enfermedad, al porcentaje de neutrófilos de 
sangre periférica que expresan la proteína TGFBR2-SE en pacientes con AR.  

 

Objetivos específicos capítulo 2: TGFBR2 y osteoartritis 

- Aislar y caracterizar LS-MSC aisladas a partir de líquido sinovial de pacientes OA, y de lavado 
articular de individuos No-OA. 

- Evaluar los niveles de ARNm de las distintas variantes de splicing de TGFBR2 en LS-MSC. 

- Estudiar si existe relación entre esas variantes de splicing, y el potencial de diferenciación 
osteogénico y condrogénico de LS-MSC de pacientes con OA e individuos sin OA. 

- Evaluar el efecto de la sobreexpresión del receptor TGFBR2-SE y su proteína de fusión TGFBR2-
SE/Fc sobre el potencial de diferenciación osteogénico y condrogénico de LS-MSC. 
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Materiales y métodos  
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1. Materiales 

1.1 Cepa bacteriana y plásmidos 

Para la amplificación de plásmidos se empleó la cepa XL1-Blue de Escherichia coli (genotipo: recA1 
endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)]. Los genes 
enumerados son alelos mutantes. Los genes del episoma F´ son de tipo salvaje). 

Como vector para el clonado de productos de PCR se empleó el plásmido pGEM®-T Easy Vector 
(Promega Corporation, WI, USA). 

Para la generación de los vectores lentivirales se utilizaron los siguientes plásmidos: 

- pRSV-Rev (Dull, T. et al. 1998): plásmido que expresa el ADNc de rev, gen regulador del HIV-1, en 
el cual el segundo y tercer exón de rev, unidos, se encuentran bajo el control transcripcional del 
promotor U3 de RSV. Además, lleva el gen de resistencia a ampicilina para su propagación y 
selección en bacterias. 

- pMDLg/pRRE (Dull, T. et al. 1998): plásmido de expresión bajo el control del promotor del CMV 
que contiene las secuencias que codifican para gag y pol, genes estructurales comunes de retrovirus, 
y la secuencia que contiene RRE (motivo de ARN, elemento de respuesta a Rev) del HIV-1. Lleva, 
además, el gen de resistencia a ampicilina para su propagación y selección en bacterias. 

- pCMV-VSV-G (Stewart, S. A. et al. 2003): plásmido que codifica para la glicoproteína G del virus de 
la estomatitis vesicular, VSV-G (por sus siglas en inglés, G glycoprotein of the vesicular stomatitis 
virus), bajo el control del promotor del CMV. VSV-G media la entrada viral a la célula. Como no 
necesita un receptor celular de superficie, VSV-G puede usarse como una proteína de envoltura viral 
sustituta. El plásmido lleva, además, el gen de resistencia a ampicilina, para su propagación y 
selección en bacterias. 

- pRRL-SIN18-CMV-pPGK.GFP-WPRE (Zufferey, R. et al., 1998): plásmido de transferencia lentiviral 
(gentilmente cedido por el Prof. Luigi Naldini, Milán, Italia). 

Nombre ATCC N° Descripción Medio de 
cultivo 

293T CRL-11268 
Línea celular derivada de células humanas 

embrionarias de riñón inmortalizadas con el 
antígeno T de SV40. 

DMEM-SFB10% 

A549 CCL-185 Línea celular derivada de carcinoma de 
pulmón humano. DMEM-SFB10% 

hASC - 
Cultivo primario de células madre 

mesenquimales derivadas de tejido adiposo 
humano. 

DMEM-SFB10% 

LS-MSC OA - 
Cultivo primario de células madre 

mesenquimales derivadas de líquido sinovial 
humano. 

DMEM-SFB10% 

LS-MSC 
Postrauma - 

Cultivo primario de células madre 
mesenquimales derivadas de lavado articular 

postrauma humano. 
DMEM-SFB10% 
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1.2 Líneas celulares y cultivos primarios 

Las líneas celulares y cultivos primarios utilizados fueron crecidos a 37 °C en una atmósfera húmeda 
con 5 % de CO2. En todos los casos se trabajó con células libres de micoplasma, determinado 
mediante tinción con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) y posterior microscopía de fluorescencia. 

1.3 Enzimas 

Todas las enzimas empleadas en los procedimientos de biología molecular fueron adquiridas de 
Promega (Promega, WI, USA), New England Biolabs (NEB, Bad Schwalbach, Alemania) o de Roche 
(Roche Applied Science, Mannheim, Alemania). 

1.4 Citoquinas/ Anticuerpos 

Las citoquinas fueron reconstituidas según las instrucciones del fabricante, separadas en alícuotas 
y conservadas a -20 °C hasta su uso. Una vez descongeladas se conservaron a 4 °C por cortos 
períodos de tiempo. 

Citoquinas/ Anticuerpos Uso Dilución Compañía 

TGF-β3 Diferenciación 
condrogénica  PeproTech Mexico 

Anti-CD90 PE 
Marcación células 
mesenquimales 1μ cada 105 BD biosciences, USA 

Anti-CD105 PE Marcación células 
mesenquimales 1μ cada 105 BD biosciences, USA 

Anti-CD73 PE 
Marcación células 
mesenquimales 1μ cada 105 BD biosciences, USA 

Anti-CD45 PE Marcación células 
mesenquimales 1μ cada 105 BD biosciences, USA 

Anti-CD34 PE Marcación células 
mesenquimales 1μ cada 105 BD biosciences, USA 

Anti-TGFBR2-SE 
ATTO647N 

Marcación células 
mesenquimales 

1μ cada 106 Rhea Biotech, Brasil 

Anti-CD14 APC 
Marcación 

macrófagos 1μ cada 105 BD biosciences, USA 

Anticuerpo monoclonal 
anti CD14 humano 

conjugado a partículas 
magnéticas 

Selección positiva de 
subpoblaciones 

sanguíneas 
 

20 μl cada 107 células 
totales 

 
Miltenyi Biotec 

Control isotipo IgG ratón 
PE 

Marcación control  1μ cada 105 BD biosciences, USA 

 
 

 



47 
 

2. Métodos 

2.1 Procedimientos microbiológicos 

2.1.1 Preparación de bacterias competentes químicas 

Las bacterias competentes químicas se prepararon como se describe en Maniatis, T. et al. (Maniatis, 
T. et al., 1982), con algunas modificaciones. Brevemente, se partió de una colonia de bacterias XL1-
Blue en placa de LB sólido. La colonia se inoculó en 5 ml de medio LB y se cultivó durante 16 horas 
a 37 °C con agitación. Un mililitro de este cultivo se utilizó para inocular 50 ml de medio LB. Este 
nuevo cultivo se creció a 37 °C y 225 rpm hasta alcanzar una DO600 de entre 0.45 y 0.55. 
Posteriormente, se enfriaron las bacterias 15-30 minutos en hielo y, luego, se centrifugaron 8 
minutos a 3000 rpm y 4 °C. Una vez eliminado el sobrenadante, se resuspendió delicadamente el 
pellet que contenía las bacterias en 5 ml de medio LB y 5 ml de TSS-2X y se incubaron otros 15-30 
minutos en hielo. Las bacterias competentes químicas obtenidas se fraccionaron en alícuotas de 200 
μl, se congelaron en N2 líquido y se conservaron a -80 °C hasta su uso. 

2.1.2 Transformación de bacterias competentes químicas 

La transformación de bacterias competentes químicas se realizó como se describe en Maniatis, T. 
et al. (Maniatis, T. et al., 1982), con algunas modificaciones. Brevemente, se descongelaron 50 μl de 
bacterias competentes químicas durante 10 minutos en baño de agua-hielo. Luego, se les agregaron 
5-20 ng de la mezcla de ligación o plásmido a amplificar y se continuó con la incubación en hielo 
durante 30 minutos. A continuación, se les realizó el shock térmico incubándolas 90 segundos a 42 
°C y, luego, transfiriéndolas rápidamente a hielo durante 2 minutos. Posteriormente se les 
agregaron 200 μl de LB sin antibiótico y se las cultivó durante 30 minutos a 37 °C con agitación. Una 
vez recuperado el cultivo bacteriano se lo sembró en placas con medio LB sólido en presencia de 
ampicilina (100 mg·ml-1) y se incubaron a 37 °C durante 16 horas. 

2.2 Técnicas de biología molecular 

2.2.1 Extracción de ARN 

El ARN fue aislado a partir de 105-107 células usando el kit comercial SV Total RNA Isolation System 
(Promega, WI, USA), siguiendo las instrucciones de los fabricantes. El ARN purificado se resuspendió 
en 50 μl de buffer de elución o de agua libre de nucleasas, según la recomendación del fabricante 
del kit, se cuantificó usando el Synergy TM (Bio Tek, Vermont, Estados Unidos) y se conservó a -80 °C 
hasta su uso. 

2.2.2 Generación de ADN complementario (ADNc) 

Las reacciones de retrotranscripción se realizaron en un volumen final de 25 μl compuesto de 1.5 
μg de ARN, 0.02 μg.μl-1 de primers OligodT15 (Biodynamics) y 200 U de transcriptasa reversa de M-
MLV (Promega, WI, USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante. El ADNc generado se 
conservó a -80 °C hasta su uso. 
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2.2.3 RT-PCR y RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR) 

Las reacciones de RT-PCR se llevaron a cabo en un termociclador MyCyclerTM Thermal Cycler (Bio-
Rad, USA). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 10 μl compuesto de 0.5 μM primers 
directo y reverso, 0.2 mM dNTPs, 2 μl de molde (ADNc sin diluir o en diluciones 1/5 y 1/10) y 0.25 U 
de GoTaq (Promega, WI, USA). Las condiciones de amplificación fueron: 1 ciclo de 5 minutos a 95 
°C; 35 ciclos de 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 62 °C y 1 minuto a 72 °C y 1 ciclo de 10 minutos a 72 
°C. 

Las reacciones de RT-qPCR se realizaron usando un equipo StepOnePlus™ Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems, California, USA). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 10 μl 
compuesto de 2 μl de ADNc, Fast Start Universal SYBR Green Master (ROX) 1X (Roche Applied 
Science, Mannheim, Alemania), y 300 nM de primers directo y reverso. En cada ensayo las muestras 
se analizaron por triplicado. Para la normalización se amplificó el gen constitutivo de la 
gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) Las condiciones de amplificación fueron: 1 ciclo 
de 15 minutos a 95 °C y 40 ciclos de 10 segundos a 95 °C y 30 segundos a 62 °C. Luego, se realizó 
una curva de disociación para evaluar la presencia de productos de amplificación inespecíficos. 

Las secuencias de los primers usados fueron: 

- variantes de splicing de TGFBR2 

P1: 5’ CTGTAATAGGACTGCCCATC 3’, P2: 5’ TCTCTAGTGTTATGTTCTCGTC 3’, P3: 5’ 
GCACGTTCAGAAGTCGGTTAA 3’, P4: 5´ GCACTTTGGAGAAGCAGGATT 3’. 

Para la amplificación específica de las distintas variantes de splicing de TGFBR2 se utilizaron distintas 
combinaciones de estos primers. Para TGFBR2A se usaron los primers P2 y P3, para TGFBR2B P1 y 
P2 y para TGFBR2-SE los primers P3 y P4. 

- GAPDH (211 pb) (Dewey, R. A. et al., 2006) 

F: 5’ GTCAGTGGTGGACCTGACC 3’, R: 5’ TGAGCTTGACAAAGTGGTCG 3’ 

2.2.4 Preparación de ADN plasmídico en gran escala (maxipreparación) 

Para la transfección de células de humanas se utilizaron plásmidos de alta pureza que se obtuvieron 
con el kit comercial QIAGEN Plasmid Maxi Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante. 

2.2.5 Obtención y cuantificación de proteínas 

Para disminuir la degradación de proteínas los sobrenadantes celulares provenían de cultivos 
realizados en presencia de inhibidores de proteasas (PIC para usar en medio de cultivo celular, 
Sigma-Aldrich, MO, USA). El PIC se usó al 0.25 %. Las muestras proteicas se conservaron a -80 °C 
hasta su uso. 

La cuantificación de proteínas presentes en el medio de cultivo se realizó mediante el método de 
Bradford, realizando una curva estándar con BSA. Tanto los estándares para la construcción de la 
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curva como las muestras a cuantificar se midieron a 595 nm usando un espectrofotómetro 
BioPhotometer (Eppendorf, Alemania).  

2.3 Procedimientos con cultivos celulares eucariotas 

2.3.1 Aislamiento de leucocitos de sangre periférica humana 

2.3.1.1 Separación de células sanguíneas 

A partir de sangre periférica anticoagulada con 7,2 mg de EDTA cada 4ml (Vacutainer®, BD, NJ, USA) 
se realizó una centrifugación por gradiente con Ficoll-PaqueTM PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences 
AB, USA), luego de la que se obtuvieron dos fracciones celulares; una conteniendo granulocitos y 
eritrocitos y, la otra, células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Los granulocitos puros, se 
obtuvieron lisando eritrocitos con una solución de NH4Cl 0,83 % p/v, KHCO3 0,1 % p/v y EDTA 0,009 
%p/v. Granulocitos y PBMC fueron cuantificados en cámara de Neubauer por medio del método de 
exclusión de azul de tripano. Los granulocitos y las PBMCs se utilizaron en el día para los 
procedimientos de marcado superficial e intracitoplasmático, y se conservaron a -80 °C en buffer de 
lisis para extracción de ARN hasta su uso. 

2.3.1.2 Fijación, permeabilización y marcación intracitoplasmática 

Para la determinación intracitoplasmática de TGFBR2-SE se utilizó el Kit Cytofix/ Cytoperm ® de BD 
(BD, NJ, USA), desarrollando el protocolo indicado para células en suspensión. Se separaron 
fracciones de 1x10E6 células, Granulocitos y PBMCs, para ser marcadas intracitoplasmáticamente. 

Para la detección intracitoplasmática se utilizó el anticuerpo monoclonal anti-TGFBR2-SE unido al 
fluorocromo ATTO647N generado en ratón (0,5 μg/100 μl solución de permeabilización, REA 
biotech, Brasil). 

2.3.1.3 Inmunoseparación magnética de subpoblaciones de células mononucleares de sangre 
periférica 

Las células mononucleares, obtenidas luego del gradiente con Ficoll, fueron purificadas mediante la 
utilización de anticuerpos monoclonales anti-CD14 conjugados a partículas magnéticas (BD, NJ, 
USA). La separación magnética se realizó utilizando un separador BD IMag® (BD, NJ, USA), siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Las células viables purificadas fueron cuantificadas en cámara de 
Neubauer por medio del método de exclusión de azul de tripano. La pureza fue determinada 
mediante el uso de anticuerpos monoclonales anti-CD14 conjugados al fluorocromo APC y su 
correspondiente control de isotipo (BD, NJ, USA) y por citometría de flujo con un equipo 
FACSCaliburTM (BD, NJ, USA). Las células purificadas se conservaron a -80 °C, en buffer de lisis para 
extracción de ARN hasta su uso. 
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2.3.2 Aislamiento de células mesenquimales (MSC) 

2.3.2.1 Aislamiento de células mesenquimales estromales de tejido adiposo (ASC) 

Muestras de tejido adiposo subcutáneo fueron obtenidas de donantes sanos sometidos a 
procedimientos quirúrgicos electivos (edad 30-40 años) en el Departamento de Cirugía Plástica, 
Estética y Reconstructiva (Hospital Italiano, La Plata, Argentina). El protocolo fue aprobado por el 
Comité de Ética local y por el Ministerio de Salud (Buenos Aires, Argentina). Previo a la cirujía, los 
pacientes acordaron donar el tejido adiposo mediante la firma voluntaria de un consentimiento 
informado. 

Se aislaron células ASC de aspirados de liposucción utilizando colagenasa al 0,1% (tipo I, Sigma) y 
tripsina 0,25% (Sigma), como buffer de digestión, siguiendo los protocolos descripos por Zhu y 
colaboradores (Zhu Y, et al. 2008). Las células se sembraron en medio de cultivo DMEM (Gibco, Life 
Technologies, USA), conteniendo 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco, Life Technologies, USA), 
y 1% de glutamina (Gibco, Life Technologies, EE.UU) a una densidad de 2 células nucleadas/cm2. La 
complementación del suero se realizó con 10% SFB. Las células adherentes se dividieron al llegar a 
un 80% de confluencia. 

2.3.2.2 Aislamiento de células mesenquimales de líquido sinovial (LS-MSC OA) y lavado articular 
postrauma (LS-MSC No-OA) 

Muestras de líquido sinovial de pacientes con artrosis y lavado articular de individuos no OA, se 
obtuvieron siguiendo criterios de inclusión previamente establecidos, en la Clínica Privada 
Chascomús a cargo del Dr. Sebastián Orlowski. El protocolo fue aprobado por el Comité de Ética 
local y por el Ministerio de Salud de la provincia de Buenos Aires. Antes de la punción de líquido 
sinovial (OA) o artroscopia (No-OA), los pacientes acordaron donar el líquido sinovial o el lavado 
respectivamente mediante la firma de un consentimiento informado, de manera voluntaria. 

Se aislaron células MSC de aspirados de rodilla, siguiendo el protocolo establecido por Jones y 
colaboradores con modificaciones menores. Las células se sembraron en medio de cultivo DMEM 
(Gibco, Life Technologies, USA) conteniendo 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco, Life 
Technologies, USA), y 1% de glutamina (Gibco, Life Technologies, USA) a una densidad de 2 células 
nucleadas/cm2. La complementación del suero se realizó con 10% SFB (Jones, E. et al., 2004). 

Las células adherentes se dividieron al llegar a un 80% de confluencia. Los cultivos hasta pasaje 7 se 
usaron para experimentos adicionales. 

Para la caracterización de las mismas se utilizaron anticuerpos unidos al fluorocromo PE 
(Phycoerythrin) anti-CD90, anti-CD105, anti-CD73 y anti-CD45 (BD, NJ, USA), realizando la detección 
en un equipo FACSCaliburTM (BD, NJ, USA). 
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2.3.2.3 Diferenciación de MSC hacia los linajes osteogénico, adipogénico y condrogénico 

La capacidad de diferenciación multilinaje de ASCs se evaluó incubando a las células siguiendo los 
protocolos de diferenciación adipogénico y osteogénico, descriptos por Zuk y colaboradores (Zuk P, 
et al.2001) y el protocolo de Sampaio de Mara y colaboradores para el caso del linaje condrogénico 
(Mara, C. S. et al., 2011), con modificaciones menores. 

Para comprobar el potencial adipogénico, osteogénico y condrogénico de las células, se sembraron 
50.000 células en placas de 24 pocillos. Para la adipogénesis, el método constó de cuatro ciclos de 
tratamiento, que consistieron en 72 hs de exposición de las células a medio de inducción que 
consistía en DMEM (Gibco), 10% de FBS, 1% de penicilina / estreptomicina (Gibco) y glutamina 1% 
(Gibco), 500M de 1-metil-3-isobutilxantina (IBMX, Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.), 100M de 
Indometacina (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.), 10μM insulina (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) y 
Dexametasona 1M. Luego de ésto las células se incubaron durante 24 hs en medio de 
mantenimiento que consistió en DMEM, 10% FBS, 1% de penicilina / estreptomicina (Gibco), 1% de 
solución de glutamina (Gibco), e Insulina 10μM. La acumulación de lípidos se evaluó mediante 
tinción con Oil Red O.  

Para la diferenciación osteogénica, las células se cultivaron durante 21 días en medio DMEM 
suplementado con 10% FBS, 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco) y glutamina al 1% (Gibco), 
50μM L-ascorbato-2-fosfato, 10mM de b-glicerofosfato y 0.1μM de Dexametasona (Sigma, St. Louis, 
MO, USA). El medio se cambió dos veces por semana. La deposición de calcio se evaluó 3 semanas 
después de la inducción a través de tinción con Alizarin Red S. Mientras que para la diferenciación 
condrogénica, las células se cultivaron durante 21 días en medio DMEM suplementado con 1% FBS, 
1% de penicilina/estreptomicina (Gibco) y glutamina al 1% (Gibco), 25 μg/ml de L-ascorbato-2-
fosfato, 10 μg/ml de Insulina, 5,5 μg/ml de Transferrina, 5 ng/ml de Ácido Selénico, 25 ng/ml de 
TGF-β3, 40 μg/ml L-Prolina y 0.1 μM de Dexametasona (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.). Este medio 
se cambió dos veces por semana.  

La deposición de calcio se evaluó 3 semanas después de la inducción a través de tinción con Alizarin 
Red S. La cuantificación del Alizarin Red se realizó extrayendo el colorante con 300 μl de ácido 
acético 10% v/v en agua destilada y se midió la absorbancia a 405 nm, usando un equipo Synergy 
H1 Hybrid Reader (BioTek Instruments, Inc., USA) (Yu, F. et al., 2016). Los resultados obtenidos para 
cada cultivo primario (por triplicados) fueron normalizados restando la absorbancia del mismo tipo 
celular teñido con Alizarin Red sin diferenciar y dividiendo por la proteína total extraída de un pocillo 
diferenciado. En todos los casos, los resultados se expresaron como el promedio ± el error estándar 
(SE). 

La cuantificación del Alcian Blue se realizó siguiendo el protocolo de Lunstrum y colaboradores, 
extrayendo el colorante con 300 μl de SDS 1%v/v en agua destilada. Luego se sembraron 100 μl 
correspondientes a cada pocillo en placas de 96 pocillos y se midió la DO a 605 nm usando un equipo 
Synergy H1 Hybrid Reader (BioTek Instruments Inc., USA) (Lunstrum, G. P. et al., 1999). Los 
resultados obtenidos para cada cultivo (por simplificados) fueron normalizados respecto del mismo 
tipo celular teñido con Alcian blue sin diferenciar.  
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2.3.3 Producción de vectores lentivirales 

Los vectores lentivirales se generaron mediante transfección de células 293T con 8 μg del plásmido 
de transferencia junto a 12 μg del plásmido pMDLg/pRRE, 2 μg de pCMV-VSVG y 5 μg de pRSV-REV, 
utilizando el método de precipitación con fosfato de calcio (Schambach, A. et al. 2006). Brevemente, 
se cultivaron 5×106 células 293T por placa de cultivo de 10 cm de diámetro en presencia de DMEM 
suplementado. Luego de la incubación durante 6 horas a 37 °C, el medio de cultivo fue reemplazado 
por medio fresco y 25 μM de cloroquina, para disminuir la degradación lisosomal de los plásmidos 
transfectados. Por otra parte, se preparó una mezcla compuesta por los 4 plásmidos antes 
mencionados y 50 μl de CaCl2 2 M, en un volumen final de 500 μl. Esta mezcla fue agregada a un 
tubo que contenía 500 μl de HBS 2X y, rápidamente, se agitó durante 15 segundos utilizando un 
vórtex. La mezcla de ADN con fosfato de calcio se agregó, gota a gota, sobre la monocapa de células 
293T. Las células se incubaron durante 16 horas a 37 °C, luego de lo cual se lavaron y se reemplazó 
el medio de cultivo por medio fresco. El sobrenadante celular, que contenía las partículas del vector 
lentiviral, se cosechó tres veces reemplazándolo por medio de cultivo fresco cada vez, con una 
periodicidad de ocho horas. Los sobrenadantes con las partículas del vector lentiviral se 
centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm y se purificaron mediante la utilización de un filtro con 
diámetro de poro de 0.22 μm. Los sobrenadantes con las partículas lentivirales se fraccionaron en 
alícuotas y se conservaron a -80 °C hasta su uso. 

2.3.4 Titulación de los sobrenadantes virales 

Para la determinación de los títulos virales se sembraron 105 células A549 por pocillo en una placa 
de 6 pocillos. Luego de incubar las células durante 6 horas a 37 °C, se agregaron distintas diluciones 
del sobrenadante con las partículas virales y 8 μg.ml-1 de polibreno. Tres días después, las células se 
cosecharon y el porcentaje de células que expresaban eGFP se evaluó mediante citometría de flujo 
con un equipo BD FACSCaliburTM (BD, NJ, USA). Con los valores obtenidos se calcularon los títulos 
virales correspondientes, expresados en unidades de transducción (UT).ml-1. Para ello, se multiplicó 
el número de células sembradas por pocillo por el factor de dilución y por el porcentaje de células 
que expresaban eGFP y, luego, se dividió por el volumen en el que se sembraron las células: 

 

Los títulos de los vectores lentivirales obtenidos fueron del orden de 106-108 UT·ml-1. 

2.3.5 Transducción de MSC con vectores lentivirales 

Células MSC en pasaje 3 fueron transducidas con los vectores lentivirales a una multiplicidad de 
infección (MOI) de 200 unidades de transducción (UT) por célula, en presencia de 8 μg.ml-1 de 
polibreno, durante 72 hs. La eficiencia de la transducción se determinó mediante citometría de flujo, 
midiendo el porcentaje de células que expresaban eGFP, con un equipo FACSCaliburTM (BD, NJ, USA). 
Las células fueron posteriormente expandidas. 
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2.3.6 Citometría de flujo 

Para el análisis por citometría de flujo se emplearon, como mínimo, 5×104 células viables 
cuantificadas en una cámara de Neubauer por el método de exclusión de azul de tripano. Las células 
se resuspendieron en 100 μl de solución de fijado. Las medidas se hicieron con un equipo 
FACSCalibur (BD, NJ, USA) y el análisis de los datos obtenidos con el programa FlowJo (FlowJo LLC, 
USA). 

2.4 Estadística 

El análisis estadístico de los datos provenientes de las RT-qPCR se hizo empleando el software 
InfoStat (Di Rienzo, J. A. et al., 2010). Los contrastes de medias se realizaron mediante el test de 
Student, cuando se contrastaron dos muestras; y mediante ANOVA de una vía seguido por el test 
de Tukey, cuando el contraste fue entre tres o más muestras. Para realizar estos tests se utilizó el 
software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla California, USA). Valores de p<0,05 fueron 
considerados estadísticamente significativos. 
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-Capítulo 1- 
TGFBR2 y artritis reumatoidea  
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1. Validación de correlaciones entre los niveles de ARNm de las variantes de splicing TGFBR2A y 
TGFBR2B en monocitos y determinaciones clínicas de la AR. 
Con el fin de verificar si los monocitos purificados por un método más específico y por consiguiente 
más efectivo que la adherencia al plástico (cohorte 1; Carrea, A. Tesis doctoral 2015), en el desarrollo 
de esta tesis, se aislaron monocitos por medio de inmunoseparación magnética en un panel 
adicional de 8 pacientes con AR (cohorte 2). Se obtuvo información sobre: edad, sexo, tiempo de 
evolución de la enfermedad, enfermedades concomitantes, medicaciones para la AR y medicaciones 
concomitantes. Se les determinó el número de articulaciones doloridas, número de articulaciones 
inflamadas, lesiones radiológicas, densidad mineral ósea de columna lumbar y cuello de fémur y se 
midió la velocidad de eritrosedimentación (ESD) a cada uno de los voluntarios. Además se 
obtuvieron datos de DAS28-ESD. 
Los datos y determinaciones clínicas y bioquímicas de los voluntarios se resumen en la tabla 2.1. 

Características RA Cohorte 2 (n=8) 

Demográficos 
Edad (Años) 

Género (F/M) 
Duración de la enfermedad (Años) 

 
48.4 (30-64) 

8/0 
5.47 (0,5-15) 

Determinaciones clínicas 
Número de articulaciones doloridas (0-28) 

Número de articulaciones tumefactas (0-28) 
DAS28-ESD 

HAQ-DI 
VAS dolor paciente (mm) 

VAS actividad paciente (mm) 
VAS médico (mm) 

 
9.5 [0-24] 

8.37 [0-19] 
5.3 [3.27-7.21] 
1.16 [0.25-2.8] 

42.6 [8-87] 
34 [4-83] 

32.5 [2-83] 
Determinaciones bioquímicas 

ESD (mm/hr) 
 

42.6 [12-70] 
Tratamiento con drogas 

NSAIDs 
DMARDs 

 
7/8 
5/8 

Tabla 2.1.  Datos y determinaciones clínicas y bioquímicas de los voluntarios de la cohorte 2. Los valores 
corresponden a medias y, entre paréntesis, mínimos y máximos. F: femenino; M: masculino; ESD: eritrosedimentación; 
NSAID: por sus siglas en inglés, Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs; DMARD: por sus siglas en inglés, Disease-
Modifying Anti-Rheumatic Drugs. 

La purificación inicial se basó en la separación de las células mononucleares de los granulocitos y 
eritrocitos mediante gradiente con Ficoll-PaqueTM. A partir de la fracción de células mononucleares 
se obtuvieron monocitos por medio de inmunoseparación magnética utilizando anticuerpos anti-
CD14. Esta subpoblación se purificó empleando un separador magnético BD IMag®, como se 
describe en la sección 2.3.1.3 de materiales y métodos. La pureza de las subpoblaciones de 
monocitos CD14 aisladas, fue determinada por citometría de flujo utilizando un anticuerpo anti-
CD14 unido al fluorocromo APC, la misma varió entre 84% y 98% (Tabla 2.2).  
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Nº y sexo voluntarios Pureza Monocitos (%) 
01/F 85 
02/F 84 
03/F 98 
05/F 93 
06/F 96 
07/F 90 
08/F 78 
09/F 87 

Tabla 2.2. Pureza de monocitos, aislados a partir de sangre periférica de voluntarios con AR cohorte 2, determinada 
por citometría de flujo. Los números de los voluntarios corresponden a los que les fueron asignaron en el estudio. F: 
femenino; M: masculino. 

En la figura 2.1 se muestran diagramas de citometría de flujo representativos de la pureza de estas 
subpoblaciones leucocitarias.  

Figura 2.1. Pureza de los monocitos aislados mediante inmunoseparación magnética. La determinación de la pureza 
se realizó mediante citometría de flujo, empleando un anticuerpo monoclonal anti CD14 unido a fluorocromo y su 
respectivo control de isotipo (BD, USA). 

Al igual que lo observado anteriormente en el laboratorio con un método de aislamiento menos 
especifico como lo es la adherencia al plástico, se pudo observar que en pacientes con AR los niveles 
de ARNm de TGFBR2A y TGFBR2B en monocitos aislados por inmunoseparación magnética se 
correlacionan positivamente, y de manera significativa, con el número de articulaciones doloridas y 
con el número de articulaciones inflamadas (figura 2.2). 
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Figura 2.2. Correlaciones positivas entre las abundancias relativas de los ARNm de TGFBR2A y TGFBR2B en 
monocitos y determinaciones clínicas (Nº de articulaciones doloridas y Nº de articulaciones inflamadas), cohorte 2. 
Los números corresponden al número asignado a cada voluntario involucrado en el estudio. El análisis de las 
correlaciones se hizo utilizando el test de Spearman, para lo que se usó el software Graphpad Prism 6 (GraphPad 
Software, La Jolla California, USA). Valores de p<0,05 fueron considerados estadísticamente significativos, rs: 
coeficiente de correlación de Spearman. 

Como ya se ha mencionado, DAS28-ESD es un índice que se emplea rutinariamente para determinar 
la actividad de la AR e incluye al número de articulaciones doloridas (NAD), al número de 
articulaciones inflamadas (NAI) —ambas determinadas sobre un total de 28 articulaciones 
definidas— y a la ESD. 

 

Es de esperar que, si las correlaciones entre los niveles de los ARNm de TGFBR2A y TGFBR2B en 
monocitos y el número de articulaciones doloridas e inflamadas son estadísticamente significativas, 
también lo sean aquellas entre los mismos ARNm y el índice DAS28-ESD, ya que estas dos 
determinaciones clínicas están contenidas en la definición de DAS28. Es importante resaltar que, si 
bien la ESD también está contenida en el índice DAS28-ESD, se trata de una variable inespecífica que 
puede verse afectada por otros factores además de la inflamación. Por esa razón, la ESD se utiliza 
generalmente en conjunto con otras determinaciones de la enfermedad.  

Al igual que en los monocitos de la cohorte 1, se observó una correlación positiva estadísticamente 
significativa entre DAS28-ESD y el nivel de ARNm de ambos, TGFBR2A y TGFBR2B (figura 2.3). Sin 
embargo, en este nuevo análisis, la correlación entre DAS28-ESD y la abundancia de ARNm de 
TGFBR2B fue estadísticamente no significativa, a diferencia de lo observado para la primera cohorte 
donde esta correlación era la más fuerte y estadísticamente significativa. 
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Figura 2.3. Correlaciones positivas entre las abundancias relativas de los ARNm de TGFBR2A y TGFBR2B en 
monocitos y el índice DAS28-ESD, cohorte 2. Los números corresponden al número asignado a cada voluntario 
involucrado en el estudio. El análisis de las correlaciones se hizo utilizando el test de Spearman, para lo que se usó el 
software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla California, USA). rs: coeficiente de correlación de Spearman. 
Valores de p<0,05 fueron considerados estadísticamente significativos. 

Similar a lo observado para la cohorte 1, cuando se representaron gráficamente la suma de los 
niveles relativos de ARNm de TGFBR2A y TGFBR2B respecto del índice DAS28-ESD (figura 2.4), se 
encontró una correlación positiva más fuerte y estadísticamente más significativa, que el análisis 
individual para cada uno de los genes. 

Figura 2.4. Correlación positiva entre la suma de las 
abundancias relativas de los ARNm de TGFBR2A y TGFBR2B en 
monocitos y el índice DAS28-ESD, cohorte 2. Los números 
corresponden al número asignado a cada voluntario 
involucrado en el estudio. El análisis de las correlaciones se hizo 
utilizando el test de Spearman, para lo que se usó el software 
Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla California, USA). 
rs: coeficiente de correlación de Spearman. Valores de p<0,05 
fueron considerados estadísticamente significativos. 

 

Asumiendo comparativos ambos métodos de purificación, se procedió a analizar las correlaciones 
obtenidas para la abundancia de los ARNm de TGFBR2A y TGFBR2B incluyendo ambas cohortes, 
observándose correlaciones estadísticamente significativas para ambos genes (figura 2.5) respecto 
del índice DAS28-ESD. Siendo la correlación TGFBR2A/DAS28-ESD la más fuerte y estadísticamente 
significativa. 
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Figura 2.5. Correlaciones positivas entre la suma de las abundancias relativas los ARNm de TGFBR2A y TGFBR2B en 
monocitos y el índice DAS28-ESD, cohorte 1 y 2. Los números corresponden al número asignado a cada voluntario 
involucrado en el estudio. Círculos llenos: cohorte 1; círculos vacíos: cohorte 2. El análisis de las correlaciones se hizo 
utilizando el test de Spearman, para lo que se usó el software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla 
California, USA). rs: coeficiente de correlación de Spearman. Valores de p<0,05 fueron considerados estadísticamente 
significativos. 

Finalmente, se realizó nuevamente el análisis de la correlación más fuerte obtenida para la primera 
cohorte, aquella que evaluaba la suma de los niveles relativos de ARNm de los genes TGFBR2A y 
TGFBR2B respecto del DAS28-ESD de cada paciente, incluyendo ahora el total de pacientes (cohorte 
1 y 2, N=17). Observándose nuevamente una correlación fuerte y estadísticamente significativa 
(p=0,0007) (figura 2.6).  

Figura 2.6. Correlación positiva entre la suma de las 
abundancias relativas de la suma de los ARNm de TGFBR2A y 
TGFBR2B en monocitos y el índice DAS28-ESD, cohorte 1 y 2. 
los números corresponden al número asignado a cada 
voluntario involucrado en el estudio. Círculos llenos: cohorte 1; 
círculos vacíos: cohorte 2. El análisis de las correlaciones se hizo 
utilizando el test de Spearman, para lo que se usó el software 
Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla California, USA). 
rs: coeficiente de correlación de Spearman. Valores de p<0,05 
fueron considerados estadísticamente significativos. 

 

Este resultado indicaría que ambos métodos de purificación de monocitos a partir de sangre 
periférica, adherencia al plástico (cohorte 1, N=9) e inmunoseparación magnética (cohorte 2, N=8) 
proporcionan resultados comparables. 

2. Análisis de un potencial biomarcador de actividad de la AR en células mononucleares y 
simplificación del método de purificación celular. 
Del re análisis de los niveles de ARNm de las variantes de splicing del TGFBR2 en linfocitos y 
monocitos obtenidos previamente en el laboratorio (Cohorte 1; Carrea, A. Tesis doctoral 2015) , se 
observó que en una cohorte de 8 pacientes con AR, la relación entre los niveles de ARNm de TGFBR2-
SE (ΔCtTGFBR2-SE)  respecto de la suma de los niveles de ARNm de TGFBR2A (ΔCtTGFBR2A) y TGFBR2B 
(ΔCtTGFBR2B) correlacionaron positivamente, y de manera significativa, con los valores del índice 
DAS28-ESD (figura 2.7). 
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Figura 2.7. Correlación positiva entre el potencial 
biomarcador de actividad y el índice DAS28-ESD, cohorte 1. los 
números corresponden al número asignado a cada voluntario 
involucrado en el estudio. El análisis de las correlaciones se hizo 
utilizando el test de Spearman, para lo que se usó el software 
Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla California, USA). 
rs: coeficiente de correlación de Spearman. Valores de p<0,05 
fueron considerados estadísticamente significativos.  

 

 
La pureza de estas dos poblaciones de células mononucleares separadas mediante gradiente de 
Ficoll y posterior adherencia al plástico, se determinó por citometría de flujo. La misma varió entre 
52 % y 87 % para linfocitos y entre 36 % y 89 % para monocitos (Tabla 2.3).  

Nº y sexo voluntario Pureza Linfocitos (%) Pureza Monocitos (%) 
03/F 51.77 58.63 
05/F 71.49 87 
08/F 73.59 35.84 
12/F 74.37 67.48 
14/F 83.80 89.35 
17/F 86.88 81.77 
06/M 78.96 43.31 
09/M 73.19 82.24 

Tabla 2.3. Pureza de monocitos y linfocitos, aislados a partir de sangre periférica de voluntarios con AR cohorte 1, 
determinada por citometría de flujo. Los números de los voluntarios corresponden a los que les fueron asignaron en 
el estudio. F: femenino; M: masculino. 

Fue en base a estos resultados tan variables de pureza y a la necesidad de buscar simpleza a la hora 
de brindar un potencial biomarcador, que se planteó simplificar la purificación y nuevamente 
desafiar los resultados frente al índice DAS28-ESD.  Para lo mismo se analizó una cohorte de 9 
pacientes (tabla 2.4) sin realizar el procedimiento de separación de PBMCs por adherencia al 
plástico, utilizándose la fracción de células mononucleares obtenidas del gradiente de ficoll para el 
aislamiento del ARNm y la consiguiente generación de su ADNc y la medida de las abundancias 
mediante PCR cuantitativa en tiempo real.  

De esta manera, se simplificó la ecuación de nuestro potencial biomarcador de actividad: 
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Características RA Cohorte 4 (n=9) 
Demográficos 
Edad (Años) 

Género (F/M) 
Duración de la enfermedad (Años) 

 
50,2 (27-69) 

8/1 
6 (1-29) 

Determinaciones clínicas 
Número de articulaciones doloridas (0-28) 

Número de articulaciones tumefactas (0-28) 
DAS28-ESD 

 
5,88 [0-18] 
3,11 [0-10] 

3,55 [2,77-6,27] 
Determinaciones bioquímicas 

ESD (mm/hr) 
 

26.8 [10-51] 
Tratamiento con drogas 

NSAIDs 
DMARDs 

 
2/9 
0/9 

Tabla 2.4.  Datos y determinaciones clínicas y bioquímicas de los voluntarios de la cohorte 4. Los valores 
corresponden a medias y, entre paréntesis, mínimos y máximos. F: femenino; M: masculino; ESD: eritrosedimentación; 
NSAID: por sus siglas en inglés, Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs; DMARD: por sus siglas en inglés, Disease-
Modifying Anti-Rheumatic Drugs. 

Luego de la simplificación del método, el biomarcador de actividad correlacionó positivamente con 
el DAS28-ESD (figura 2.8), siendo la misma estadísticamente significativa. Esto demuestra que el 
biomarcador continúa comportándose como tal, añadiéndole el beneficio de un método de 
obtención de células a analizar mucho más simple. A su vez, este análisis demanda la evaluación de 
un mayor número de muestras, debido al incremento en la variabilidad de la correlación planteada, 
atribuible a la ausencia de un procedimiento de activación de las células mononucleares como lo es 
el pasaje por plástico (utilizado en la primera cohorte). 

Figura 2.8. Correlación positiva entre el potencial 
biomarcador de actividad simplificado y el índice DAS28-ESD, 
cohorte 2. los números corresponden al número asignado a 
cada voluntario involucrado en el estudio. El análisis de las 
correlaciones se hizo utilizando el test de Spearman, para lo que 
se usó el software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La 
Jolla California, USA). rs: coeficiente de correlación de 
Spearman. Valores de p<0,05 fueron considerados 
estadísticamente significativos.  

 

 

3. Evaluación del porcentaje de neutrófilos TGFBR2-SE positivos como biomarcador de actividad 
de artritis reumatoidea 
Con el fin de profundizar los resultados iniciales obtenidos en el laboratorio, en los que se observó 
que los niveles de ARNm de TGFBR2-SE en neutrófilos correlacionaron con el grado de actividad de 
AR medido por DAS28-ESD (Carrea, A. Tesis doctoral 2015), se decidió evaluar si los niveles de la 
proteína TGFBR2-SE intracitoplasmática en neutrófilos de pacientes con AR también correlacionan 
con el grado de actividad de la enfermedad.  

Los criterios para la inclusión de los pacientes en este estudio fueron que los voluntarios estén 
dispuestos a otorgar consentimiento informado previo, que sean mayores de 18 años y que reúnan 
los criterios ARA 1987 (Arnett, F. C. et al., 1987). Los criterios de exclusión fueron enfermedades y 
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medicación concomitantes que pudieran generar sesgo en la interpretación de los resultados, tales 
como uso de drogas biológicas. 

Se obtuvo información sobre: edad, sexo, tiempo de evolución de la enfermedad, enfermedades 
concomitantes, medicaciones para la AR y medicaciones concomitantes. A los voluntarios se les 
determinó el número de articulaciones doloridas, número de articulaciones inflamadas, lesiones 
radiológicas, densidad mineral ósea de columna lumbar y cuello de fémur concomitantes y se les 
realizó la medida de la velocidad de eritrosedimentación (ESD). Además de obtuvieron datos de 
DAS28-ESD. Los datos y determinaciones clínicas y bioquímicas de los voluntarios se resumen en la 
tabla 2.5. 

Características RA (n=19) 
Demográficos 
Edad (Años) 

Género (F/M) 
Duración de la enfermedad (Años) 

 
55,1 (22-80) 

15/4 
6,55 (1,5-27) 

Determinaciones clínicas 
Número de articulaciones doloridas (0-28) 

Número de articulaciones tumefactas (0-28) 
DAS28-ESD 

 
6,26 [0-19] 
5,1 [0-13] 

4 [2,76-6,95] 
Determinaciones bioquímicas 

ESD (mm/hr) 
 

42.6 [12-70] 
Tratamiento con drogas 

NSAIDs 
DMARDs 

 
14/19 
16/19 

Tabla 2.5. Datos y determinaciones clínicas y bioquímicas de los voluntarios. Los valores corresponden a medias y, 
entre paréntesis, mínimos y máximos. VS: voluntarios sanos; F: femenino; M: masculino; ESD: eritrosedimentación; 
NSAID: por sus siglas en inglés, Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs; DMARD: por sus siglas en inglés, Disease-
Modifying Anti-Rheumatic Drugs; ND: no determinado. 

Se extrajo sangre periférica por flebotomía de 19 pacientes con AR (ACR/EULAR 2010) con distintos 
grados de actividad de la enfermedad determinados por el índice DAS28-ESD con tres parámetros. 
Los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Ética en Investigación del Instituto Médico 
CER y luego de la firma de consentimiento informado.  

Con el propósito de evaluar la posibilidad de desarrollar un método que contribuya con parámetros 
objetivos a la medida de actividad de AR, se calculó el porcentaje de neutrófilos TGFBR2-SE 
positivos. Para lo cual neutrófilos y células mononucleares (monocitos y linfocitos) fueron 
purificados mediante centrifugación en gradiente de Ficoll-PaqueTM. Para determinar el porcentaje 
de células expresando la proteína TGFBR2-SE, 1 x 106 neutrófilos o células mononucleares fueron 
fijadas y permeabilizadas utilizando el kit Cytofix/ Cytoperm (BD, NJ, USA) e incubadas con el 
anticuerpo monoclonal anti-TGFBR2-SE conjugado con el fluorocromo ATTO647N.  El porcentaje de 
neutrófilos expresando la proteína TGFBR2-SE fue cuantificado mediante inmunofluorescencia por 
citometría de flujo en un analizador celular FACSCalibur, tomando como valor de referencia basal la 
máxima fluorescencia obtenida en la población de células mononucleares de cada paciente.  
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En la figura 2.9 se muestran dotplots de citometrías de flujo representativos de pacientes con baja, 
media y alta actividad del análisis llevado a cabo tomando como valor de referencia basal la máxima 
fluorescencia obtenida en la población monocítica de cada paciente. 

Figura 2.9. Diagramas de citometría de flujo representativos de las poblaciones leucocitarias adquiridas (Monocitos 
y Neutrófilos). Medida del porcentaje de neutrófilos TGFBR2-SE tomando como línea de base la máxima fluorescencia 
de los monocitos para cada uno de los pacientes representativos para cada grado de actividad de la enfermedad 
medido por el índice DAS28-ESD. 

 

A partir de esta metodología, no se observó relación alguna entre los porcentajes de neutrófilos 
TGFBR2-SE positivos de pacientes con AR y los tres grupos en que se clasifica la enfermedad según 
DAS28-ESD (figura 2.10).  

 
Figura 2.10. Porcentaje de neutrófilos con TGFBR2-SE, 
respecto a los monocitos, separados en poblaciones por 
actividad de la enfermedad determinado por el índice 
DAS28-ESD. Actividad baja DAS28-ESD ≤ 3,5; 3,5 < actividad 
media ≤ 5,5; actividad alta ≥ 5,5. 
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A continuación, se procedió al análisis tomando como valor de referencia basal la máxima 
fluorescencia obtenida en la población linfocitaria de cada paciente. En la figura 2.11 se muestran 
dotplots de citometrías de flujo representativos de pacientes con baja, media y alta actividad. 

Figura 2.11. Diagramas de citometría de flujo representativos de las poblaciones leucocitarias seleccionadas 
(Linfocitos y Neutrófilos). Medida del porcentaje de neutrófilos TGFBR2-SE tomando como línea de base la máxima 
fluorescencia de los linfocitos para cada uno de los pacientes representativos para cada grado de actividad de la 
enfermedad medido por el índice DAS28-ESD. 

 

Se observó que los porcentajes de neutrófilos TGFBR2-SE positivos de pacientes con AR se 
distribuían, con gran similitud, en los tres grupos en que se clasifica la enfermedad según DAS28-
ESD (figura 2.12). Siendo el grupo con actividad baja el que presenta mayor porcentaje de 
neutrofilos TGFBR2-SE positivos y este porcentaje disminuye conforme aumenta la actividad de la 
enfermedad. 

 
Figura 2.12. Porcentaje de neutrófilos con TGFBR2-SE, 
respecto a los linfocitos, separados en poblaciones por 
actividad de la enfermedad determinado por el índice 
DAS28-ESD. Actividad baja DAS28-ESD ≤ 3,5; 3,5 < actividad 
media ≤ 5,5; actividad alta ≥ 5,5. 
 
 
 
 

 
 

A partir de esta relación, se decidió analizar la potencial correlación entre el porcentaje de 
neutrófilos TGFBR2-SE y parámetros clínicos y bioquímicos de la enfermedad para cada uno de los 
voluntarios. De este modo, se pudo observar que en pacientes con AR los porcentajes de neutrófilos 
TGFBR2-SE positivos se correlacionan positivamente, y de manera significativa, con el número de 
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articulaciones doloridas y con el número de articulaciones tumefactas, no así con la ESD (figura 
2.13). Siendo la primera la correlación más fuerte y más significativa estadísticamente. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 2.13. Correlaciones negativas entre los porcentajes de neutrófilos con TGFBR2-SE y las determinaciones 
clínicas Nº de articulaciones doloridas y Nº de articulaciones inflamadas. Los números corresponden al número 
asignado a cada voluntario involucrado en el estudio. Círculos llenos: femeninos; círculos vacíos: masculinos El análisis 
de las correlaciones se hizo utilizando el test de Spearman, para lo que se usó el software Graphpad Prism 6 (GraphPad 
Software, La Jolla California, USA). rs: coeficiente de correlación de Spearman. Valores de p<0,05 fueron considerados 
estadísticamente significativos. 

 
Basados en estas correlaciones, se desafió nuestro potencial biomarcador de actividad (porcentaje 
de neutrófilos TGFBR2-SE positivos) respecto al índice DAS28-ESD de cada paciente (tabla 2.6). 
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Actividad AR Valor DAS28-ESD Nº Paciente 

Baja ≤3,5 
5 (3,19) 
7 (2,76) 
8 (3,09) 

Media <3,5 y <5,5 

1 (4) 
4 (3,91) 
9 (4,22) 
11 (3,79 
13 (3,9) 

15 (4,72) 
17 (4,14) 
18 (4,48) 
19 (5,25) 

Alta <5,5 

2 (6,27) 
3 (5,87) 
6 (5,52) 

10 (6,24) 
12 (6,13) 
14 (6,6) 

16 (6,95) 
Tabla 2.6.  Criterios de clasificación de la actividad de la AR según DAS28-ESD. Se incluyen los pacientes involucrados 
en el estudio en la categoría correspondiente de la AR según su valor de DAS28-ESD. 

Este análisis arrojo una correlación negativa fuerte y altamente significativa estadísticamente, 
soportada en las correlaciones obtenidas anteriormente entre los porcentajes de neutrófilos 
TGFBR2-SE y el número de articulaciones doloridas e inflamadas, ya que estas dos determinaciones 
clínicas están contenidas en la definición de DAS28-ESD, siendo ambas las de mayor peso dentro del 
índice. Esta correlación pondría de manifiesto una potencial relación entre los porcentajes de 
neutrófilos TGFBR2-SE y la actividad de los pacientes, observándose una menor proporción de esta 
población a grados altos de actividad de la AR (figura 2.14). 
 

Figura 2.14. Correlación negativa entre los porcentajes 
de neutrófilos con TGFBR2-SE y el índice DAS28-ESD. 
Los números corresponden al número asignado a cada 
voluntario involucrado en el estudio. Círculos llenos: 
femeninos; círculos vacíos: masculinos El análisis de las 
correlaciones se hizo utilizando el test de Spearman, 
para lo que se usó el software Graphpad Prism 6 
(GraphPad Software, La Jolla California, USA). rs: 
coeficiente de correlación de Spearman. Valores de 
p<0,05 fueron considerados estadísticamente 
significativos. 
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Como consecuencia de la complejidad de la patogénesis de la AR y de la heterogeneidad en las 
manifestaciones y severidad de la enfermedad, existe una gran variabilidad en la respuesta que los 
pacientes tienen frente a los tratamientos. El biomarcador ideal de la respuesta al tratamiento 
debería presentar gran disponibilidad, ser fácilmente evaluado, preciso, reproducible y económico. 
La evaluación de la asociación entre la expresión de genes y la actividad de la enfermedad podría 
ser útil para el monitoreo de la actividad de la enfermedad y para determinar la efectividad de 
tratamientos, por ejemplo, con metotrexato (MTX) (Halilova, K. I. et al., 2012), la droga más utilizada 
cuando se habla de tratamiento de la AR. En un estudio realizado por Constantin y colaboradores, 
se observó un aumento significativo en la expresión génica de IL-4 e IL-10 en PBMC de pacientes 
con AR, comparada con la de controles sanos, luego de la exposición in vitro a MTX, mientras que la 
expresión génica de IL-2 y IFN-γ disminuyó significativamente (Constantin, A. et al., 1998). Otro 
trabajo mostró un aumento en la liberación de IL-1β por PBMC de pacientes con AR que habían 
presentado una buena respuesta a MTX (Seitz, M. et al., 2003). También ha sido demostrado que la 
terapia con MTX produce un aumento en la expresión de 11 genes y la disminución en la expresión 
de otros 26 genes (Galligan, C. L. et al., 2007). Con respecto a las terapias biológicas contra la AR, 
existe una característica sistemática común a todas ellas que es la presencia de un grupo 
considerable de pacientes que no muestran una mejoría clínica significativa. Por lo tanto, uno de los 
principales objetivos en este campo de investigación es la identificación de biomarcadores que 
puedan servir de guía en la elección de la terapia más adecuada para cada paciente. Esto no sólo 
beneficiaría al paciente, sino que también reduciría considerablemente la carga socioeconómica de 
las enfermedades reumáticas (Julià, A. et al., 2009). En este sentido, en un estudio se encontró que 
el aumento en la expresión del gen ARG1 en células de sangre periférica de pacientes con AR se 
asocia significativamente con una peor respuesta al tratamiento con Rituximab, un anticuerpo 
monoclonal quimérico dirigido contra CD20. También se observó que la sobrexpresión del gen 
TRAF1 está asociada con una respuesta favorable al tratamiento con Rituximab. Por otro lado, el 
aumento en la expresión de TLR4 encontrado en células T CD4+ de pacientes con buena respuesta a 
Rituximab podría sugerir un rol de la activación directa de células T CD4+ en la AR (Julià, A. et al., 
2009). Otro estudio realizado en pacientes con AR tratados con el mismo agente biológico mostró 
efectos únicos en los perfiles globales de expresión génica en el tejido sinovial de estos pacientes. 
Los genes regulados negativamente por la terapia con Rituximab fueron genes de inmunoglobulinas 
y genes involucrados en quimiotaxis y activación de leucocitos, mientras que los genes regulados 
positivamente por esta terapia incluyen transcriptos relacionados con el desarrollo celular, con la 
señalización de TGF-β y con la cicatrización de heridas. Estas observaciones fueron confirmadas, a 
nivel de ARNm y proteína, mediante ensayos de RT-qPCR e inmunohistoquímica (Gutierrez-Roelens, 
I. et al., 2011). En otro trabajo más reciente se evaluaron indicadores genéticos de respuesta a los 
modificadores biológicos de TNF-α. En el estudio, que incluyó 2706 pacientes con AR tratados con 
una de tres drogas anti-TNF (Etanercept, Infliximab o Adalimumab), el resultado más significativo se 
restringió a los pacientes tratados con Etanercept. Los resultados sugieren que la expresión de CD84, 
un gen relativo a la inmunidad, podría ser biomarcador de la respuesta al tratamiento con 
Etanercept en individuos de ascendencia europea. Los datos predicen que la expresión de CD84 
estaría asociada positivamente con la respuesta al tratamiento, es decir, una mayor expresión de 
CD84 se asocia con una mejor respuesta al tratamiento con Etanercept (Cui, J. et al., 2013). Estos 
estudios sentarían las bases para el desarrollo de paneles de expresión de genes que podrían ser 
usados por los médicos clínicos en un futuro no tan lejano (Halilova, K. I. et al., 2012). 
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En esta tesis, se amplió y documentó que, la evaluación mediante RT-qPCR de los niveles de ARNm 
de dos de las variantes de splicing del TGFBR2 (TGFBR2A y TGFBR2B) en monocitos se correlaciona 
fuertemente con la actividad de la enfermedad de la AR medida por medio del índice DAS28-ESD. 
Este descubrimiento aporta nueva información, ampliando el conocimiento preexistente sobre la 
relación entre la cascada de señalización de TGF-β y el linaje de monocitos / macrófagos en la AR. 
Así como también se describió por primera vez un potencial biomarcador de actividad que involucra 
los niveles de ARNm de las tres variantes de splicing del receptor II de TGF-β (TGFBR2A, TGFBR2B y 
TGFBR2-SE) en células mononucleares. 

El TGF-β es un potente factor quimiotáctico para los leucocitos, que promueve la adhesión de 
monocitos y, posiblemente, produce una infiltración inflamatoria excesiva en sitios de inflamación 
crónica con el potencial de daño tisular mediado por los mismos (Wahl, S. M. et al., 1993). En la AR, 
el TGF-β1 está regulado positivamente en la mayoría de los componentes celulares del sinovio, 
incluidos los macrófagos intersticiales, las células endoteliales y las células de la membrana sinovial. 
Además, los niveles séricos de TGF-β1 elevados en la AR se correlacionan con mayor daño articular, 
los cuales reflejarían el desarrollo de la inflamación autoinmune (Mieliauskaite, D. et al., 2009).  

La información que vincula el aumento de los niveles de receptor de tipo 2 de TGF-β y RA es escasa 
en la literatura. Pocos estudios han demostrado una relación entre la abundancia de ARNm de AR y 
TGFBR2. En un estudio en humanos, se encontró que los niveles de ARNm de TGFBR2 estaban 
aumentados en fibroblastos de membrana sinovial de pacientes con AR (Bira, Y. et al, 2005). De 
manera similar, estudios de tejidos de biopsia de membrana sinovial de pacientes con AR, por 
hibridación in situ, revelaron señales marcadamente aumentadas para el ARNm de TGFBR2 en 
tejidos con un proceso inflamatorio activo, en comparación con tejidos con una inflamación menos 
activa (Taketazu, F. et al., 1994). En la misma línea de evidencia, aquí informamos que los niveles de 
ARNm de TGFBR2 en monocitos y PBMCs de sangre periférica también pueden reflejar la actividad 
inflamatoria de la AR. 

Los macrófagos sinoviales, principalmente derivados de monocitos circulantes, desempeñan un 
papel destacado en la AR (Kennedy, A. et al., 2011). Se ha documentado que el daño radiológico y 
el dolor articular, junto con la inflamación, se correlacionan con un mayor número de macrófagos 
en la membrana sinovial inflamada y en el pannus del tejido vascular inflamatorio que en las 
articulaciones normales (Mulherin, D. et al., 1996; Tak, P. P. et al., 1997). Por lo tanto, el número de 
macrófagos en la membrana sinovial se puede usar como biomarcador para la gravedad de la 
enfermedad, así como un factor predictivo de la capacidad de respuesta a la terapia 
con antirreumáticos modificadores de la enfermedad (DMARDs por sus siglas en inglés, disease-
modifying antirheumatic drugs) (Gerlag, D. M. y Tak, P. P., 2008). 

Estudios realizados en ratones transgénicos que carecían de señalización de TGFBR2 por parte de 
los macrófagos, mostraron tener inhibida la polarización de estos últimos a un estado M2 
antiinflamatorio, sugiriendo que la modulación de la vía de señalización de TGF-β puede ser un 
método para regular médicamente la polarización de los macrófagos (Gong, D. et al., 2012). Aunque 
los macrófagos del tejido sinovial de la RA o del líquido sinovial pueden exhibir fenotipos 
proinflamatorios y antiinflamatorios, no se han clasificado como macrófagos M1 (alta secreción de 
citoquinas proinflamatorias) y macrófagos M2 (resolución de la inflamación) (Kennedy, A. et al., 
2011). Por lo tanto, se requieren estudios adicionales para evaluar si la polarización de M1 / M2 en 
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el tejido sinovial podría estar relacionada o no con la mayor abundancia de ARNm de las variantes 
de splicing del TGFBR2 en monocitos circulantes de pacientes con AR con mayor actividad de 
enfermedades. 

Los monocitos se pueden aislar por adherencia al plástico o por selección positiva de células CD14 
mediante inmunoseparación magnética. Se sabe que diferentes métodos de aislamiento afectan la 
producción de citoquinas en células dendríticas derivadas de monocitos (Elkord, E. et al., 2005), aun 
así, se decidió evaluar mediante un método que produce un alto rendimiento de células puras, como 
lo es la inmunoseparación magnética, con el fin de mejorar los rendimientos obtenidos previamente 
para la cohorte 1, en una nueva cohorte (cohorte 2). Mas allá de buscar simpleza a la hora de 
estudiar biomarcadores, en búsqueda de que un futuro test pueda realizarse en hospitales y 
laboratorios bioquímicos, en este apartado de la tesis buscamos dar mayor especificidad a los 
resultados presentados por Carrea (Carrea, A., Tesis doctoral 2015). Considerando que, la 
inmunoseparación magnética podría tener un impacto en las determinaciones de RT-qPCR. Aquí, 
informamos que la correlación entre el ARNm de las variantes de splicing TGFBR2 y DAS28-ESD sigue 
siendo similar, independientemente del método utilizado para aislar monocitos. Cabe destacar que 
en la cohorte 1, varios pacientes presentaron niveles menores al 50% de pureza de monocitos, lo 
que, sumado a los resultados para la cohorte 2 y en búsqueda de un test simple, invitaría a analizar 
si los niveles de ARNm de las variantes de splicing TGFBR2A y TGFBR2B continúan mostrando una 
correlación respecto del DAS28-ESD en ausencia de separación de las PBMC, o si el pasaje por 
plástico o inmunoseparación magnética genera la activación de las mismas y ésta es necesaria para 
el reflejo de la actividad en estos niveles. 

Por otro lado, del reanálisis de los niveles de mensajeros de las tres variantes de splicing del receptor 
II de TGF-β obtenidos para los pacientes de la cohorte 1, se desprendió el biomarcador de actividad 
descripto en esta tesis y dio origen a la patente PCT WO2018:087416A2 “Method for determining 
the activity of autoinmunity desease and kit”. Basados principalmente en el bajo porcentaje de 
purificación obtenido para varios de los pacientes, siendo este menor al 50% y en búsqueda de 
simplificar considerablemente la metodología, es que se propuso el estudio de una nueva cohorte 
(cohorte 3) evitando la separación por plástico, con el desarrollo de un kit como horizonte. Del 
análisis de la cohorte 3 se pudo confirmar la tendencia observada para la primera cohorte, 
detectándose una mayor variabilidad. Esta puede ser explicada por la ausencia de pasaje por cultivo 
de las células mononucleares y la consecuente adherencia al plástico por parte de los monocitos, 
acciones que activan la expresión de ciertos genes (Elkord, E. et al., 2005). En esta tesis se observa 
el resultado obtenido para 10 pacientes, pero se encuentra planeado el análisis de 30 pacientes más 
con el fin de confirmar este potencial biomarcador.  

Los índices actuales de actividad de la enfermedad de la AR son comúnmente una combinación de 
mediciones de laboratorio, evaluación médica de los síntomas y mediciones informadas por el 
paciente. Tanto los informes del médico como del paciente son componentes críticos de la 
evaluación y el manejo del paciente, pero pueden confundirse con una enfermedad comórbida y un 
daño articular fijo, como resultado de una enfermedad de larga duración, además de la variabilidad 
intra e inter-observador (Marhadour, T. et al., 2010; Uhlig, T. et al., 2009; Ranzolin, A. et al., 2009). 
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Por lo tanto, varios laboratorios de todo el mundo están haciendo esfuerzos para encontrar 
biomarcadores de inflamación objetivos para evaluar la actividad de la enfermedad de la AR. En este 
sentido, en 2013 Centola y sus colaboradores desarrollaron un análisis de sangre de la actividad de 
la enfermedad de biomarcadores que combina las concentraciones séricas de 12 biomarcadores 
(Centola, M. et al., 2013). En este contexto, nuestro trabajo proporciona evidencia inicial de la 
implicación de los niveles de ARNm de las variantes de splicing del receptor 2 de TGF-β (TGFBR2) en 
los leucocitos de la AR, este enfoque podría ser útil como biomarcador de la actividad de la 
enfermedad y sugiere analizar en profundidad y un mayor número de pacientes en estudios 
posteriores. A su vez, sería interesante la realización de estudios longitudinales, donde podrían 
evaluarse aquellos pacientes donde sus niveles de ARNm de TGFBR2A, TGFBR2B y TGFBR2-SE no se 
ajustan a la correlación encontrada, de manera de estudiar nuestro potencial biomarcador como 
biomarcador de pronóstico. También podría pensarse en estudios longitudinales pre y post 
tratamiento con biológicos, radicados en la necesidad de biomarcadores de pronóstico y respuesta 
a los mismos, considerando como criterio de exclusión aquellas drogas que se encuentren 
reportadas como modificadores de la cascada de TGF-β. 

Uno de los apartados de la presente tesis se aboca al estudio a nivel de proteína del receptor soluble 
de TGF-β (TGFBR2-SE), basados en resultados previos obtenidos para niveles de expresión de ARNm 
en neutrófilos y su correlación con la actividad de la enfermedad (Carrea A, Tesis doctoral. 2013).  
La presencia de receptores solubles en fluidos biológicos podría ser parte de un mecanismo general 
regulatorio de la actividad de mediadores solubles in vivo. Probablemente, condiciones que afecten 
al sistema inmune y conduzcan a la activación, proliferación o muerte de células que secretan 
receptores solubles, alteren los niveles normales de estas proteínas. Alternativamente, las 
alteraciones en los niveles de receptores solubles podrían desempeñar, ellas mismas, un rol en la 
fisiopatología de enfermedades autoinmunes. Por ejemplo, suero y orina humanos presentan, 
normalmente, pequeñas concentraciones de sIL-2R. Sin embargo, se han detectado niveles 
aumentados de sIL-2R en infecciones graves (Siegert, W. et al., 1990), rechazo de trasplante (Mehta 
R. et al., 2004; Adams, D. H. et al., 1989) y enfermedad aguda de injerto contra huésped (GVHD, de 
sus siglas en inglés, Graft vs. Host Disease) (Siegert, W. et al., 1990). Otro ejemplo de esta expresión 
diferencial de receptores solubles lo constituyen los receptores solubles 1 y 2 de TNF-α (sTNF-R1 y 
sTNF-R2), estos son productos extracelulares de escisión enzimática de TNF-R1 y TNF-R2 los cuales 
se encuentran unidos a membrana. Se sabe que estos receptores extracelulares de TNF-α de origen 
natural regulan negativamente la actividad de TNF-α, contrarrestando así las respuestas 
inflamatorias iniciadas por el mismo. Estos han sido encontrados en orina de individuos normales y 
en suero de pacientes con distintos tipos de cáncer, pero no en suero de individuos sanos. En el caso 
de la artritis reumatoidea, se ha reportado que, tanto sTNF-R1 como sTNF-R2 están elevados en 
suero de pacientes con AR, y se sabe que sTNF-R2 se correlaciona con la actividad de la enfermedad 
en AR (Valle, Y. et al., 2009; Spoettl, T. et al., 2007). Similar es lo hallado para el receptor soluble de 
IL-6, el cual se encuentra elevado ligeramente en pacientes con AR (Robak, T. et al., 1998). 
Interesante es lo que ocurre con este receptor, ya que sIL-6R puede clasificarse como una alarma 
que, cuando es liberada por los neutrófilos, promueve la trans-señalización de IL-6 dentro del medio 
local como un posible aviso de peligro a la enfermedad, que afecta la respuesta inmunológica innata 
y adaptativa (Jones, S.A. et al., 2005; Jones, S.A. et al., 2011). Los neutrófilos activados son la fuente 
más importante de receptor de IL-6 soluble, y su acumulación en altos números dentro de las 
articulaciones sinoviales podría contribuir significativamente a la señalización de IL-6 en estos sitios 
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(Wright, H. L. et al., 2014). Estos resultados en conjunto sitúan a los receptores solubles como 
potenciales biomarcadores de enfermedades inmunes. 

Sumado a esto, en la última década se ha demostrado que, los neutrófilos desempeñan un papel 
clave y complejo en la fisiopatología de las enfermedades inflamatorias, como la AR. Además de 
impulsar el inicio y la progresión de la enfermedad y contribuir al daño en los tejidos del hospedador, 
estas células son excelentes informadores de los mecanismos subyacentes de la enfermedad, 
mostrando cambios dramáticos en la expresión de genes en condiciones de inflamación 
(Thieblemont, N. et al., 2016; Wright, H. L. et al., 2013; Wright, H. L. et al., 2015).  

Con respecto a las terapias biológicas contra la AR, existe una característica sistemática común a 
todas ellas que es la presencia de un grupo considerable de pacientes que no muestran una mejoría 
clínica significativa. Por lo tanto, uno de los principales objetivos en este campo de investigación es 
la identificación de biomarcadores que puedan servir de guía en la elección de la terapia más 
adecuada para cada paciente. El fenotipo de los neutrófilos en la AR está estrechamente asociado 
con la respuesta clínica a terapias, como los corticosteroides, el metotrexato y los inhibidores del 
TNF. Se han observado cambios en la función de los neutrófilos de sangre periférica durante el 
tratamiento, tales como la anulación de la apoptosis retardada (Weinmann, P. et al., 2007), la 
disminución de la producción de TNF-α (Wright, H. L. et al., 2011), la disminución de la expresión de 
la proteinasa 3 de membrana (Matsumoto, T.  et al., 2008) y una menor tasa de quimiotaxis en 
pacientes que responden a la terapia (Dominical, V. M. et al., 2011). En un estudio reciente, en 
neutrófilos humanos de sangre periférica, se han identificado y validado un total de 23 genes que 
permitirían identificar pacientes respondedores y no respondedores a terapias con inhibidores de 
TNF-α (Wright, H. L. et al., 2017). Es por ello y sumado a los resultados previos obtenidos en el 
laboratorio, que centramos nuestro estudio en los neutrófilos, analizando los porcentajes de 
neutrófilos TGFBR2-SE positivos. Se reporta aquí por primera vez, una correlación negativa entre los 
porcentajes de neutrófilos conteniendo TGFBR2-SE y la actividad de la enfermedad de los pacientes, 
medida por medio del índice DAS28-ESD. Cabe destacar que en ausencia de un control de isotipo se 
decidió tomar como valor de referencia basal la máxima fluorescencia obtenida en la población 
linfocitaria de cada paciente. Cabe destacar que no es la primera vez que se relacionan linfocitos y 
neutrófilos para la generación de un potencial biomarcador de la AR, siendo el ratio 
neutrofilostotales/linfocitostotales un biomarcador que se encuentra en evaluación y ha mostrado 
correlacionar positivamente con DAS28-ESD en cohortes con un n elevado de pacientes (Uslu, A. U. 
et al., 2015; Mercan, R. et al., 2016). Nuestros resultados preliminares muestran una correlación 
negativa, lo que hablaría de una vinculación entre un alto porcentaje de neutrófilos generando 
TGFBR2-SE y una baja actividad de la enfermedad. Estos resultados sugieren que, TGFBR2-SE podría 
ser utilizado como blanco para el desarrollo de nuevos tratamientos terapéuticos. Así mismo, 
nuestro descubrimiento brinda evidencias preliminares de que la evaluación de los niveles de 
TGFBR2-SE en neutrófilos podría representar un método alternativo al DAS28-ESD para la 
determinación de actividad de los pacientes con AR. 

En línea con estos resultados, se demostró que células mesenquimales sobreexpresando TGFBR2-
SE, tendrían reprimidos algunos factores relacionados con la actividad de la vía molecular Jak/STAT, 
interacciones citoquina-receptores de citoquinas, y vías de señalización asociadas a la Enfermedad 
parasitaria Malaria y la AR (Rodriguez, T. et al., resultados no publicados). A su vez, se ha observado 
la presencia de TGFBR2-SE en exosomas de líneas celulares A549 y 293T (Bertolio, M. et al., 
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resultados no publicados). Sumado al potencial terapéutico de las microvesículas de neutrófilos 
demostrado por Headland y colaboradores en un modelo de ratón de artritis reumatoidea. Donde, 
el suministro de microvesículas de neutrófilos en la articulación de la rodilla evitó el daño del 
cartílago a través de la generación de TGF-β (Headland, S. E. et al., 2015). Basados en estos 
resultados, es que creemos que sería interesante en un futuro evaluar la presencia de TGFBR2-SE 
en microvesículas y/o exosomas de neutrófilos provenientes de pacientes con AR, de manera de 
ahondar en el estudio de dicha molécula con la AR. 

 A su vez, creemos interesante para la validación de nuestros potenciales biomarcadores planteados 
en esta tesis su desafío con biomarcadores utilizados en la clínica tales como SDAI y CDAI los cuales 
presentarían mayor eficiencia en zonas de remisión respecto al DAS28-ESD en esa zona (Thiele, K. 
et al., 2013) y con PROs (resultados reportados por los pacientes de sus siglas en inglés: PROs-Patient 
Reported Outcomes). Estas últimas, son valoraciones directas de los pacientes acerca de distintos 
aspectos de su enfermedad. En los últimos años se ha incrementado el interés en incluir los PROs 
en ensayos clínicos y en la práctica cotidiana, con el fin no sólo de identificar el impacto de la 
enfermedad sobre la vida del paciente, sino también de objetivar la respuesta a los tratamientos 
instaurados (Orbai, A. et al., 2015). Es por ello que creemos que en futuras cohortes deben incluirse, 
debido a que a diferencia de los índices tales como DAS28-ESD, CDAI y SDAI, reflejan la calidad de 
vida de los pacientes y permitirían tener una evaluación más general de la relación de nuestros 
potenciales biomarcadores y la enfermedad. Es decir, no solo vincularlos a las consecuencias 
inflamatorias y de dolor de la AR como lo realizado hasta el momento. 
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Conclusiones y perspectivas  
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1. Conclusiones 
- Los niveles relativos de ARNm de TGFBR2A y TGFBR2B de monocitos de paciente con AR purificados 
por inmunoseparación magnética son equivalentes a los obtenidos por adherencia al plástico, y 
correlacionan con la actividad de la enfermedad. 

- El uso de células mononucleares (PBMC) permite simplificar el método anterior, siendo el cociente 
ΔCtTGFBR2-SE/ (ΔCtTGFBR2A + ΔCtTGFBR2B) el que correlaciona con la actividad de la enfermedad.  

- Los porcentajes de neutrófilos conteniendo la proteína TGFBR2-SE, analizados por citometría de 
flujo, aumentan conforme aumenta la actividad de la enfermedad, sugiriendo un posible rol como 
biomarcador de esta proteína.  

2. Perspectivas 
- Ampliar el número de pacientes evaluados por los biomarcadores de actividad de AR planteados 
en esta tesis. 

- Plantear estudios longitudinales para los biomarcadores propuestos, con fines de analizar sus 
potenciales como biomarcadores de pronóstico y/o respuesta terapéutica. 

- Desarrollar un método de ELISA para detectar TGFBR2-SE en fluidos biológicos. 
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-Capítulo 2- 
TGFBR2 y osteoartritis 
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1. Caracterización de MSC provenientes de líquido sinovial (OA) y lavado articular de artroscopias 
post traumáticas (No-OA) de humanos. 

Uno de los objetivos de este trabajo, fue ampliar el conocimiento existente acerca de la biología de 
las células mesenquimales de líquido sinovial (LS-MSC), haciendo foco en el potencial valor que ellas 
tienen en medicina regenerativa, en especial, en el efecto de componentes de la cascada de TGF-β 
sobre el potencial de diferenciación osteogénico y condrogénico de esas células. Con tal fin, se 
aislaron LS-MSC de muestras de líquido sinovial de pacientes con artrosis y de lavado articular de 
individuos No-OA. Dichas muestras se obtuvieron siguiendo criterios de inclusión previamente 
establecidos en la Clínica Privada Chascomús a cargo del Dr. Sebastián Orlowski. El protocolo de 
extracción fue aprobado por el Comité de Ética local y por el Ministerio de Salud de la provincia de 
Buenos Aires. Los pacientes acordaron donar el líquido sinovial o el lavado articular mediante la 
firma de un consentimiento informado, de manera voluntaria previo a la obtención de la muestra. 
A cada voluntario se lo clasificó según el índice de Outerbridge mediante artroscopía (Outerbridge, 
R. E., 1961). Se aislaron un total de 5 cultivos de LS-MSC No-OA y 5 cultivos OA (tabla 3.1). 

Nº y sexo voluntarios Edad (años) Índice de Outerbridge 
No-OA 01/M 37 0 
No-OA 02/F 27 0 
No-OA 03/M 33 0 
No-OA 04/M 33 0 
No-OA 05/F 23 0 

OA 01/F 66 3 
OA 02/F 48 3 
OA 03/F 47 3 
OA 04/M 45 3 
OA 05/F 41 3 

Tabla 3.1. Datos y determinaciones clínicas de los individuos incluidos en el estudio. Los números fueron asignados 
a los voluntarios por orden de ingreso al estudio. F: femenino; M: masculino. 

Se ha propuesto que las MSC cumplen con tres características fundamentales: 1) adherencia a 
plástico, 2) fenotipo característico de marcadores de superficie tales como CD105, CD73 y CD90, 
y pérdida de marcadores hematopoyéticos como CD45, CD34, entre otros, y 3) capacidad de 
diferenciarse a los linajes: osteogénico, adipogénicos y condrogénico in vitro (Dominici, et al., 
2006). Es por esto que, en primera instancia, se estudió el fenotipo de los cultivos establecidos 
mediante citometría de flujo, utilizando anticuerpos anti-CD34, anti-CD105, anti-CD73 y anti-
CD90. El total de las células cultivadas resultaron negativas para CD34 y positivas para CD73, 
CD90 y CD105; como era de esperarse para células de linaje mesenquimal (figura 3.1). 
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 Figura 3.1. Inmunofenotipificacion de los cultivos celulares establecidos. Histogramas represemtativos del resultado 
de citometría de flujo para dos cultivos celulares de LS-MSC en pasaje 4, No-OA (a) y OA (b), para los receptores CD34, 
CD105, CD73 y CD90. 

Las MSC son células multipotentes, por lo tanto, las LS-MSC retienen la capacidad de diferenciarse 
en tipos celulares de varios linajes diferentes. La diferenciación de estas células puede ser dirigida 
por el agregado de cocktails específicos de inductores químicos o citoquinas. Continuando con la 
caracterización, se comprobó la multipotencialidad de LS-MSC en pasaje 4 (P4) mediante la 
diferenciación in vitro a los linajes adipogénico, condrogénico y osteogénico, siguiendo protocolos 
ya descriptos en la bibliografía (Zuk P. A. et al., 2001 y 2002; Mara, C. S. et al., 2011). El grado de 
diferenciación fue determinado mediante tinciones con Alcian blue, para detectar presencia de 
colágeno en el caso de la diferenciación condrogénica; con Alizarin red para detectar presencia de 
depósitos de calcio, en el caso de la diferenciación osteogénica; y con Oil Red O la presencia de 
vesículas lipídicas, en el caso de la diferenciación adipogénica. Estos análisis se realizaron tanto para 
cultivos provenientes de individuos No-OA (lavado articular previa artroscopia postraumática, figura 
3.2) como para OA (aisladas de líquido sinovial, figura 3.3). 
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Figura 3.2. Diferenciaciones LS-MSC No-OA. Microfotografías representativas de cultivos de células LS-MSC aisladas 
de lavado articular de individuo No-OA en pasaje 4 diferenciadas a los linajes: condrogénico (a), osteogénico (b) y 
adipogénico (c). 
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Figura 3.3. Diferenciaciones LS-MSC OA. Microfotografías representativas de cultivos de células LS-MSC aisladas de 
líquido sinovial de paciente osteoartrítico en pasaje 4 diferenciadas a los linajes: condrogénico (a), osteogénico (b) y 
adipogénico (c). 

2. Evaluación de los niveles de ARNm de las variantes de splicing del TGFBR2 en LS-MSC. 

Con el objetivo de obtener indicios sobre la posible implicancia de cada una de las variantes de 
splicing de TGFBR2 en la patología osteoartrítica, en este capítulo se evaluaron los perfiles de ARNm 
de estas variantes y su potencial relación con la OA. 

Se estudiaron los niveles de ARNm de las 3 variantes de splicing de TGFBR2 en 5 cultivos celulares 
provenientes de líquido sinovial de pacientes con OA y 5 cultivos establecidas de aislamientos de 
lavado articular de individuos sanos (no artrosis, No-OA). Para ello, LS-MSC (Pasaje 3) fueron 
cultivadas durante 72 hs, luego de lo cual se purificó el ARN total de las mismas, y se cuantificaron 
los niveles de las variantes de splicing mediante RT-qPCR, con primers específicos. De la medida de 
los niveles de ARNm de las variantes de splicing de TGFBR2, se observó que TGFBR2A es la variante 
mayoritaria, seguida por TGFBR2B y siendo TGFBR2-SE la minoritaria independientemente del 
origen de la LS-MSC analizada. El análisis poblacional mostró que en pacientes con OA se 
encontraron niveles de ARNm de TGFBR2A, TGFBR2B y TGFBR2-SE elevados comparados con las 
muestras de individuos NO-OA, aunque estadísticamente no significativos. Pudiéndose observar 
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una mayor dispersión en la población No-OA.  Siendo el individuo 5 de esta población el que 
presento los niveles más altos de ARNm para las tres variantes, así como el paciente 4 mostro tener 
los niveles más bajos para las mismas. Por otra parte, en las células de voluntarios OA, salvo para el 
receptor TGFBR2-SE, los niveles de ARNm de TGFBR2A y TGFBR2B se mantienen más homogéneos. 
(figura 3.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.4. Niveles relativos de ARNm de las variantes de splicing de TGFBR2 en LS-MSC. Análisis por RT-qPCR de los 
niveles relativos de los receptores TGFBR2 de ARNm de células LS-MSC P3. TGFBR2A (a), TGFBR2B (b) y TGFBR2-SE (c). 
El análisis de los resultados se realizó con el programa Infostat (Di Rienzo, J. A.  et al. 2010). Los datos poblacionales 
se analizaron por medio de test de Student y se expresaron como el promedio ± ES (Error estándar). Dicho análisis se 
realizó con el software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla California, USA). Valores de *p<0,05 fueron 
considerados estadísticamente significativos.  

3. Potencial de diferenciacion de LS-MSC y su relacion con las variantes de splicing del TGFBR2 

Para evaluar si los niveles de ARNm de las variantes de splicing guardan relación con el potencial de 
diferenciación de las LS-MSC, se planteó realizar el análisis comparativo del potencial de 
diferenciacion osteogénico y condrogénico de estas células. Se evaluó el potencial de diferenciación 
osteogénico mediante tinción con Alizrin red en un total de 5 cultivos primarios de voluntarios No-
OA (figura 3.5 a). Las células de los voluntarios No-OA 1, 2 y 3 mostraron niveles de diferenciación 
similares, mientras que la muestra del voluntario No-OA 4 presentó los niveles mayores de 
diferenciación osteogénica, y la muestra del voluntario 5 los menores niveles. Esta observación pudo 
ser confirmada mediante cuantificación de los contenidos de Alizarin red, mediante extracción con 
acido acético y medida de absorbancia a 405 nm (figura 3.5 b). Para normalizar los valores de la 
cuantificación al contenido celular de los pocillos, la absorbancia a 405 nm se refirió a la cantidad 
de proteínas totales mediante cuantificación por el método de Bradford. 
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Figura 3.5. Diferenciación osteogénica de LS-MSC No-OA. (a) Microfotografías representativas de cultivos de LS-MSC 
de lavado articular (No-OA) pasajes 3/5, diferenciadas al linaje osteogénico. (b) cuantificación de la diferenciación 
osteogénica mediante extracción de Alizarin red con Ac. Acético 10 % y normalización a proteínas totales. Los datos 
fueron analizados por ANOVA de una vía seguido del test de Tukey y se expresaron como el promedio ± SE (error 
estándar). Para realizar estos tests se utilizó el software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla California, 
USA). Valores de p<0,05 fueron considerados estadísticamente significativos. 
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Cuando se correlacionaron los niveles de diferenciacion osteogénica con los niveles relativos de 
ARNm de las variantes de splicing de TGFBR2 de estos donantes (figura 3.6), se observó una 
correlacion negativa lo que sugiere un posible impacto de estas variantes de splicing sobre el 
potencial osteogenico de estas celulas. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.6. Figura 3.6. Relación entre los niveles relativos de ARNm de TGFBR2 de LS-MSC No-OA y su potencial de 
diferenciación osteogénico. TGFBR2A (a), TGFBR2B (b) y TGFBR2-SE (c). Los números corresponden al número 
asignado a cada voluntario involucrado en el estudio. El análisis de las correlaciones se hizo utilizando el test de 
Spearman. rs: coeficiente de correlación de Spearman. Valores de p<0,05 fueron considerados estadísticamente 
significativos. 

Por otra parte, en LS-MSC de pacientes con OA, se observaron niveles de diferenciación osteogénica 
muy similares entre 4 de estos cultivos,  siendo la muestra OA 1 la que presento un mayor potencial 
de diferenciación (figura 3.7 a y b).  
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Figura 3.7. Diferenciación osteogénica de LS-MSC OA. (a) Microfotografías representativas de cultivos de células LS-
MSC de líquido sinovial de rodillas artrósicas (OA) P3/5, diferenciadas al linaje osteogénico. (b) Cuantificación de la 
diferenciación osteogénica mediante extracción de Alizarin red con Ac. Acético 10% y normalización a proteínas 
totales. Los datos fueron analizados por ANOVA de una vía seguido del test de Tukey y se expresaron como el promedio 
± SE (error estándar). Para realizar estos tests se utilizó el software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla 
California, USA). Valores de p<0,05 fueron considerados estadísticamente significativos. 
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Es importante mencionar que los niveles de diferenciacion osteogenica obtenidos en LS-MSC de 
pacientes con OA fueron menores a los observados en individuos No-OA, aunque no 
estadisticamente significativos (figura 3.8). 

Figura 3.8. Comparación del potencial osteogénico de LS-MSC.  
Comparación de los niveles de Alizarin red (absorbancias a 
405nm) normalizados mediante proteína total (mg) de los 
cultivos agrupados por población. 

 

 

 

Seguidamente, se realizaron comparaciones entre los niveles de ARNm de las variantes de splicing 
de TGFBR2 y el potencial de diferenciacion osteogenica de las LS-MSC OA (figura 3.9). En este 
analisis, no se observaron correlaciones entre las variantes de splicing y la diferenciación, sugiriendo 
inicialmente que las variantes de splicing no impactarían en la diferenciacion osteogenica de estas 
células.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
Figura 3.9. Relación entre los niveles relativos de ARNm de TGFBR2 de LS-MSC OA y su potencial de diferenciación 
osteogénico. TGFBR2A (a), TGFBR2B (b) y TGFBR2-SE (c). Los números corresponden al número asignado a cada 
voluntario involucrado en el estudio. El análisis de las correlaciones se hizo utilizando el test de Spearman, para lo que 
se usó el software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla California, USA). rs: coeficiente de correlación de 
Spearman. 

De manera similar a lo analizado para la diferenciación osteogénica, se evaluó la relación entre los 
niveles de ARNm de las variantes de splicing y el potencial de diferenciación condrogénica de las LS-
MSC. Siguiendo el protocolo de de Mara y colaboradores, en ensayo de monocapa y en pocillo único, 
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se evaluó inicialmente el potencial de diferenciación condrogénico mediante tinción con Alcian blue 
en un total de 5 cultivos primarios de voluntarios No-OA (figura 3.10 a). Se pudo observar que las 
celulas de los voluntarios No-OA 1, 2, 3 y 5 muestran niveles de diferenciacion similares, mientras 
que la muestra del voluntario No-OA 4 presenta los mayores niveles de diferenciacion condrogénica 
(al igual que lo observado en este paciente para diferenciacion osteogénica). Para confirmar lo 
observado por microscopía, en la figura 3.10 b se representa la cuantificación de los contenidos de 
Allcian blue. 
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Figura 3.10. Diferenciación condrogénica de LS-MSC No-OA. (a) Microfotografías de cultivos de células LS-MSC de 
lavado articular (No-OA) P3/5, diferenciadas a precursores de cartílago. (b) Cuantificación de la diferenciación 
condrogénica mediante extracción de Alcian Blue con SDS 10 %. Los valores mostrados corresponden a los valores de 
absorbancia obtenidos para los cultivos con medio condrogénico menos la absorbancia de los cultivos control.  
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Cuando se correlacionaron los niveles de diferenciacion condrogénica con los niveles relativos de 
ARNm de las variantes de splicing de TGFBR2 de estos donantes (figura 3.11), se observó una 
correlacion negativa lo que sugiere un posible impacto de estas variantes de splicing sobre el 
potencial condrogénico de estas celulas al igual de lo observado en ellas, para la diferenciación 
osteogénica.  

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.11. Relación entre los niveles relativos de ARNm de TGFBR2 de LS-MSC No-OA y su potencial de 
diferenciación condrogénico. TGFBR2A (a), TGFBR2B (b) y TGFBR2-SE (c). Los números corresponden al número 
asignado a cada voluntario involucrado en el estudio. El análisis de las correlaciones se hizo utilizando el test de 
Spearman. rs: coeficiente de correlación de Spearman. Valores de p<0,05 fueron considerados estadísticamente 
significativos. 

Por otra parte, en LS-MSC de pacientes con OA, se observaron niveles de diferenciación 
condrogénica muy similares entre ellos (figura 3.12 a y b). Cabe señalar que los valores de 
cuantificacion de la capacidad condrogenica de las celulas del paciente 5 se encuentran disminuidos, 
debido a un artefacto de la tecnica. Dicho cultivo presentó una la alta condensacion condrogénica 
lo que dificultó la extraccion completa del Alcian blue. 
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Figura 3.12. Diferenciación condrogénica de LS-MSC OA. (a) Microfotografías de cultivos de células LS-MSC de lavado 
articular (No-OA) P3/5, diferenciadas a precursores de cartílago. (b) Cuantificación de la diferenciación condrogénica 
mediante extracción de Alcian Blue con SDS 10 %. Los valores mostrados corresponden a los valores de absorbancia 
obtenidos para los cultivos con medio condrogénico menos la absorbancia de los cultivos control. 
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Interesantemente, los niveles de diferenciacion condrogénica de LS-MSC de pacientes con OA 
fueron mayores a los observados en individuos No-OA, aunque no estadisticamente significativos 
(figura 3.13). 

Figura 3.13. Comparación del potencial condrogénico LS-MSC.  
Comparación de las diferencias de absorbancias a 605nm (resta 
de absorbancia de los controles a la de las diferenciaciones): (a) 
individualmente y (b) agrupadas por población. 

 

 

 

 

Continuando con el analisis, se realizaron comparaciones entre los niveles de ARNm de las variantes 
de splicing de TGFBR2 y el potencial de diferenciacion condrogénica de las LS-MSC OA (figura 3.14). 
En este ensayo y al igual que lo observado para la diferenciación osteogenica de estas mismas 
celulas, no se observaron correlaciones entre las variantes de splicing y la diferenciación 
condrogénica.  
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Figura 3.14. Relación entre los niveles relativos de ARNm de TGFBR2 de LS-MSC OA y su potencial de diferenciación 
condrogénico. TGFBR2A (a), TGFBR2B (b) y TGFBR2-SE (c). Los números corresponden al número asignado a cada 
voluntario involucrado en el estudio. El análisis de las correlaciones se hizo utilizando el test de Spearman. rs: 
coeficiente de correlación de Spearman.  

En conjunto, estos resultados sugieren que en LS-MSC de voluntarios No-OA habría una relacion 
inversa entre los niveles de ARNm de las variantes de splicing de TGFBR2 y el potencial de 
diferenciacion tanto osteogénico como condrogénico (entorno No-OA). Por otra parte, en LS-MSC 
de pacientes con OA dicha relación se perdería, sugiriendo una disregulación en la cascada de TGF-
β (entorno OA).  
Con el fin de ahondar en esta teoria, se propuso sobreexpresar en LS-MSC miembros de la cascada 
de senalizacion de TGF-β tales como TGFBR2-SE, TGFBR2-SE/Fc (potencial versión terapéutica de 
TGFBR2-SE) y TGFBR2A/Fc (conocido antagonista de TGF-β) y evaluar su impacto sobre el potencial 
de diferenciación. Para ello, celulas LS-MSC en pasaje 2 provenientes del individuo 3 No-OA y del 
paciente 3 OA fueron transducidas con vectores lentivirales generados previamente en el 
laboratorio (Rodríguez, T., Tesis Doctoral 2015, figura 3.15 a). Las células fueron expandidas y la 
eficiencia de la transducción se cuantificó por citometría de flujo, en función de la expresión del gen 
reportero eGFP. De este modo se trabajó con poblaciones celulares de aproximadamente 45-60% 
de pureza (figura 3.15 b). 
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Figura 3.15. (a) Esquema de los vectores lentivirales bicistrónicos utilizados en esta tesis. (b) Histograma generado a 
partir de datos de citometría de flujo, representativo de la pureza de las células transducidas con los tres vectores 
(MOI: 200), post expansión. 

Inicialmente, se diferenciaron hacia el linaje osteogénico, células del voluntario 3 No-OA sin 
transducir (control) y transducidas con vectores lentivirales sobreexpresando TGFBRSE, TGFBR2-
SE/Fc y TGFBR2A/Fc. Mediante tinción con Alizarin red se pudo observar que tanto TGFBRSE, como 
TGFBR2-SE/Fc incrementan los niveles de diferenciación osteogénica de manera significativa, y que 
TGFBR2A/Fc los disminuye (figura 3.16 a y b). 
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Figura 3.16. Diferenciación osteogénica de LS-MSC OA transducidas. (a) Microfotografías de cultivos de células LS-
MSC de líquido sinovial (OA) en pasaje 5, sin transducir y transducidas con: Lv-TGFBR2-SE, Lv-TGFBR2-SE/Fc y Lv-
TGFBR2A/Fc; diferenciadas al linaje osteogénico. (b) Cuantificación de la diferenciación osteogénica mediante 
extracción de Alizarin red con Ac. Acético 10% y normalización a proteínas totales. Los datos fueron analizados por 
ANOVA de una vía seguido del test de Tukey y se expresaron como el promedio ± SE (error estándar). Para realizar 
estos tests se utilizó el software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla California, USA). Valores de p<0,05 
fueron considerados estadísticamente significativos. 

Por otra parte, del análisis en LS-MSC OA (paciente 3) se observó que TGFBR2-SE aumentó los niveles 
de diferenciación osteogénica, TGFBR2-SE/Fc los disminuyó y con TGFBR2A/Fc permanecieron 
invariables (figura 3.17 a y b).  
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Figura 3.17. Diferenciación osteogénica de LS-MSC No-OA transducidas. (a) Microfotografías de cultivos de células 
LS-MSC de lavado articular (No-OA) en pasaje 5, sin transducir y transducidas con: Lv-TGFBR2-SE, Lv-TGFBR2-SE/Fc y 
Lv-TGFBR2A/Fc; diferenciadas al linaje osteogénico. (b) Cuantificación de la diferenciación osteogénica mediante 
extracción de Alizarin red con Ac. Acético 10% y normalización a proteínas totales. Los datos fueron analizados por 
ANOVA de una vía seguido del test de Tukey y se expresaron como el promedio ± SE (error estándar). Para realizar 
estos tests se utilizó el software Graphpad Prism 6 (GraphPad Software, La Jolla California, USA). Valores de p<0,05 
fueron considerados estadísticamente significativos. 

Estos resultados en conjunto indican que, en un entorno No-OA, la sobreexpresión de transgenes 
de la cascada de TGF-β impacta de manera más conspicua sobre la diferenciación osteogénica que 
en células provenientes de un entorno OA (figura 3.18). 

O
A 

U
T

40x 40x

Medio control Medio osteogénico

Tinción Alizarin Red

O
A

Lv
-T

GF
BR

2-
SE

/F
c

40x 40x

O
A

Lv
-T

GF
BR

2-
SE

40x 40x

O
A

Lv
-T

GF
BR

2A
/F

c

40x 40x

a

b

Al
iza

rin
 re

d/
m

g 
pr

ot
eí

na
 to

ta
l

UT

Lv-TGFB
R2-SE

Lv-TGFB
R2-SE

/Fc

Lv-TGFB
R2A/Fc

0

5

10

15

20
20
30
40
50

*

*



95 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.18. Comparación del potencial osteogénico de LS-MSC transducidas. Cuantificaciones normalizadas de las 
diferenciaciones osteogénicas (absorbancia a 405nm) de las transducciones estudiadas en entornos No-OA y OA, 
puestas en conjunto. 

Continuando con el análisis del impacto generado por la sobreexpresion de miembros de la cascada 
de senalizacion de TGF-β sobre el potencial de diferenciación de las LS-MSC, se procedió a la 
diferenciación condrogénica de células del voluntario 3 No-OA sin transducir (control) y 
transducidas con vectores lentivirales sobreexpresando TGFBRSE, TGFBR2-SE/Fc y TGFBR2A/Fc. 
Mediante tinción con Alcian blue se pudo observar que la sobreexpresión de los tres transgenes 
utilizados no modificó la diferenciación condrogénica, similar al bajo potencial condrogénico 
observado para estas células sin transducir (figura 3.19 a y b).  
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Figura 3.19. Diferenciación condrogénica de LS-MSC No-OA transducidas. (a) Microfotografías de cultivos de células 
LS-MSC de lavado articular (No-OA) en pasaje 5, sin transducir y transducidas con: Lv-TGFBR2-SE, Lv-TGFBR2-SE/Fc y 
Lv-TGFBR2A/Fc; diferenciadas a condroblastos. (b) Cuantificación de la diferenciación condrogénica mediante 
extracción de Alcian Blue con SDS 10 %. Los valores mostrados corresponden a los valores de absorbancia obtenidos 
para los cultivos con medio condrogénico menos la absorbancia de los cultivos control. 

Por otra parte, se diferenciaron hacia el linaje condrogénico, células del voluntario 3 OA sin 
transducir (control) y transducidas con vectores lentivirales sobreexpresando TGFBRSE, TGFBR2-
SE/Fc y TGFBR2A/Fc. Mediante tinción con Alcian blue se pudo observar que tanto TGFBRSE como 
TGFBR2A/Fc disminuyeron los niveles de diferenciación condrogénica respecto al control sin 
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transducir. Siendo TGFBR2-SE el responsable de la disminución más pronunciada, alcanzando 
niveles similares a los observados para LS-MSC No-OA. (figura 3.20 a y b). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.20. Diferenciación condrogénica de LS-MSC transducidas. (a) Microfotografías de cultivos de células LS-MSC 
de líquido sinovial (OA) en pasaje 5, sin transducir y transducidas con: Lv-TGFBR2-SE, Lv-TGFBR2-SE/Fc y Lv-
TGFBR2A/Fc; diferenciadas a condroblastos. (b) Cuantificación de la diferenciación condrogénica mediante extracción 
de Alcian Blue con SDS 10 %. Los valores mostrados corresponden a los valores de absorbancia obtenidos para los 
cultivos con medio condrogénico menos la absorbancia de los cultivos control. 
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Contrario a lo observado para los niveles de diferenciación osteogénica, estos resultados en 
conjunto indican que, en un entorno OA, la sobreexpresión de transgenes de la cascada de TGF-β 
incide de manera más sensible sobre la diferenciación condrogénica que en células provenientes de 
un entorno No-OA (figura 3.21). 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.21. Comparación del potencial condrogénico de LS-MSC transducidas. Cuantificaciones de las 
diferenciaciones condrogénicas (absorbancia a 605nm) de las sobreexpresiones en entornos No-OA y OA, puestas en 
conjunto. 

A pesar de tratarse de un bajo número de muestras, el estudio del potencial de diferenciación de 
LS-MSC y su relación con componentes de la cascada de TGF-β sugiere en primera instancia, una 
gran incidencia del entorno (No-OA u OA). Siendo los niveles de diferenciación osteogénica del 
entorno No-OA sensibles a las modificaciones estudiadas, y en contraparte no alterarse la 
diferenciación condrogénica. Mientras que el entorno OA los niveles de diferenciación osteogénica 
no mostraron variaciones ante la sobreexpresión de los transgenes y si se vieron afectados los 
niveles de diferenciación condrogénica.  
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En este capítulo se analizaron por primera vez los niveles relativos de las variantes de splicing de 
TGFBR2 en células mesenquimales humanas de líquido sinovial. El análisis poblacional para cada una 
de las variantes aquí estudiadas mostró una alta variabilidad en los cultivos No-OA, siendo en la 
población OA más homogéneos. Aun así, pudo observarse una mayor expresión relativa de estas 
variantes en cultivos de LS-MSC provenientes de pacientes OA. Estos resultados sugieren que los 
niveles de estas variantes de splicing en células LS-MSC estarían relacionadas con la patología. En la 
misma línea de evidencia están los resultados obtenidos en un modelo murino de OA por Xie y 
colaboradores, donde se deleteo el gen TGFBR2 en MSC de médula ósea disminuyendo la progresión 
de la enfermedad (Xie, L. et al., 2016). Según FDA una de las características principales que debe 
tener un biomarcador es que debe ser seguro y fácil de medir (Sahu, P. et al., 2011). Es por esto que 
dada la metodología llevada cabo, no es posible plantear los niveles de ARNm de las variantes de 
splicing en LS-MSC como potenciales biomarcadores de OA. Principalmente debido a lo invasivo y 
complejo de la obtención de muestras. Una alternativa podría ser la evaluación de los niveles de 
TGFBR2-SE a nivel de proteínas. Por lo que deberían plantearse ensayos de evaluaciones 
comparativas de los niveles de TGFBR2-SE en suero de pacientes con OA e individuos sanos.  

El interés creciente en el área de la medicina regenerativa, liderado por una mejor comprensión del 
papel de las células madre mesenquimales en la homeostasis y reparación de tejidos, se encuentra 
enfocado en explorar el potencial de las terapias con células madre en el manejo activo de la 
osteoartritis sintomática. En línea con estas demandas es que se propuso el estudio del potencial 
de diferenciación de las LS-MSC. Con tal fin, es esta tesis, se compararon por primera vez el potencial 
condrogénico y osteogénico de LS-MSC de un grupo pequeño de individuos No-OA y LS-MSC de 
pacientes OA. Inicialmente se determinó un mayor nivel de diferenciación osteogénica por parte de 
los cultivos No-OA respecto de la población LS-MSC OA. Cabe destacar que, hasta el momento, este 
tipo de comparaciones sólo había sido realizado utilizando células mesenquimales de medula ósea 
(BMSC) como control No-OA (Jones, E. A. et al., 2004), es decir con células provenientes de una 
fuente diferente a las LS-MSC. Si bien en ese estudio se observaron potenciales de diferenciación 
osteogénicos similares entre individuos OA y no OA, el hecho de utilizar como control MSC 
provenientes de un microambiente celular distinto hace que esos resultados y los nuestros no sean 
comparables. Por otra parte, cuando se analizó la diferenciación condrogénica, se observó que la 
población de LS-MSC No-OA presentó un menor nivel de tinción con Alcian blue que la población 
OA. En contraposición, Dudics y colaboradores determinaron potenciales de diferenciación 
condrogénica similares en BMSC de individuos sanos e individuos No-OA (Dudics, V. et al., 2009). 
Nuevamente, la utilización de MSC provenientes de un nicho celular diferente al que existe en las 
articulaciones, impide la comparación de esos resultados con los mostrados en esta tesis.  

Numerosos estudios han relacionado los niveles de ARNm de las variantes de splicing del TGFBR2 y 
su relación con condiciones patológicas de cáncer. En pulmón, se ha descripto que la expresión 
reducida de TGFBR2 en el NSCLC humano está asociada con la diferenciación reducida, el aumento 
del estadio tumoral, el aumento de la metástasis nodal y, lo más importante, la reducción de la 
supervivencia (Malkoski et al., 2012). A su vez, en cánceres hepáticos, se informa que niveles bajos 
de ARNm de TGFBR2 correlacionan positivamente con el tamaño tumoral, metástasis intrahepática 
y supervivencia más corta (Mamiya et al., 2010). Por otro lado, la pérdida de expresión de TGFBR2 
en el tumor de pacientes con cáncer oral se asoció con una reducción de la supervivencia global 
significativa (Sivadas et al., 2013). No hallándose reportes en tal línea en patologías osteoarticulares. 
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Sin embargo, estudios previos de nuestro laboratorio, mostraron que, en leucocitos humanos, 
existen perfiles diferentes de los niveles de las variantes de splicing de TGFBR2 entre pacientes con 
AR y voluntarios que no tenían la enfermedad (Carrea, A. Tesis doctoral 2013). Estas variaciones a 
su vez fueron correlacionadas con parámetros clínicos de la AR. De modo similar, en esta tesis, se 
hipotetizó que los niveles de ARNm de TGFBR2A, TGBR2B y TGFBR2-SE de LS-MSC podrían verse 
reflejados en características básicas de estas células tales como la diferenciación a hueso y cartílago, 
en pacientes con OA. De modo interesante aquí pudimos observar, en un entorno No-OA (n=5) una 
correlación negativa entre los niveles de diferenciación osteogénica y condrogénica y las tres 
variantes de splicing estudiadas. Y en contraposición la perdida de estas en un entorno OA (n=5), no 
observándose relación alguna entre los niveles de ARNm y el grado de diferenciación. De esta 
manera, en esta tesis se pone de manifiesto por primera vez, una relación preliminar entre los 
niveles de diferenciación in vitro de LS-MSC y los niveles de variantes de splicing de TGFBR2. 

Gran número de reportes indican que los altos niveles de TGF-β activo en el hueso subcondral, 
interrumpen el mecanismo homeostático normal esencial para el cartílago y la integridad de la 
articulación (Scharstuhl, A. et al., 2002; Shen, J. et al., 2014). Sumado a esto, la elevación aberrante 
de los niveles de TGF-β1 activo en el hueso subcondral se asocia con signos tempranos de OA 
(Hunter, D.J. et al., 2006). A su vez, se ha reportado que, altos niveles de TGF-β dan como resultado 
un reclutamiento erróneo de MSC y la formación de islotes osteoides (Ashraf, S. et al., 2008; Suri, S. 
et al., 2007). Por lo que, modular la activación excesiva de la cascada de TGF-β podría llevar a un 
mantenimiento estructural y funcional de la unidad hueso subcondral/cartílago articular, y 
potencialmente, ralentizar la progresión de la OA. A su vez, las relaciones dispares observadas en 
esta tesis entre la diferenciación osteogénica y los niveles de ARNm de TGFBR2 en LS-MSC No-OA y 
OA, sitúan al entorno como un factor determinante y objeto de estudio.  

En base a lo anteriormente mencionado, se planteó la necesidad de evaluar si la sobreexpresión de 
dos nuevas proteínas tales como TGFBR2-SE y TGFBR2-SE/Fc (proteína de fusión) podrían afectar la 
diferenciación de las LS-MSC. Inicialmente se estudió el efecto de esa sobreexpresión sobre la 
diferenciación osteogénica en un entorno No-OA y OA (LS-MSC). Como control se utilizaron LS-MSC 
sobreexpresando TGFBR2A/Fc, (receptor artificial de TGF-β, carente del dominio transmembrana y 
por lo tanto capaz de capturar TGF-β y así inhibir su acción). Esta proteína ha sido reportada en 
varios estudios utilizándose como un barredor de TGF-β y con aspiraciones terapéuticas en 
diferentes modelos de cáncer, fibrosis hepática y diabetes, entre otros (George, J. et al., 1999; 
Russo, L. M. et al., 2007; Rowland-Goldsmith, M. A. et al., 2001). Para dicha evaluación, las LS-MSC 
utilizadas en esta tesis fueron modificadas genéticamente mediante vectores lentivirales con muy 
buena eficiencia, al igual de lo reportado previamente en la literatura (Kang, Y. et al., 2015). 
Interesantemente, en el entorno NO-OA, la sobreexpresión de los transgenes muestra tener una 
incidencia significativa sobre la diferenciación osteogénica. Así, TGFBR2-SE y TGFBR2-SE/Fc 
aumentan la diferenciación a hueso y, contrariamente, TGFBR2A/Fc lo disminuye. Por otra parte, en 
el entorno OA, la sobreexpresión de los tres transgenes tiene un impacto menor sobre la 
diferenciación osteogénica. TGFBR2-SE favorece levemente la diferenciación a ese linaje, TGFBR2-
SE/Fc todo lo contrario, y TGFBR2A/Fc no la afecta. Estos resultados muestran que 
independientemente del entorno del cual provienen las LS-MSC, la sobreexpresión de TGFBR2-SE 
actúa promoviendo la diferenciación hacia ese linaje. Aunque en las LS-MSC de pacientes con OA la 
presencia o ausencia de miembros de la cascada de señalización de TGF-β podrían estar afectando 
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la acción de los transgenes sobre la diferenciación a hueso. En línea con esta observación, en un 
cultivo celular diferente, Couchourel y colaboradores en estudios in vitro, observaron que en 
osteoblastos humanos de pacientes OA el potencial de diferenciación osteogénica era menor al 
presentado por osteoblastos de individuos sanos, y que este efecto era revertido cuando se 
silenciaba la secreción de TGF-β (Couchourel, D. et al, 2009). El efecto pro-osteogénico mostrado 
por TGFBR2-SE, y de su versión como proteína de fusión, demanda un estudio más profundo tanto 
in vitro como in vivo en modelos de OA establecida a fines de ampliar y confirmar estas 
observaciones.  

Los resultados mostrados en esta tesis no brindan evidencias suficientes para considerar a TGFBR2-
SE y TGFBR2-SE/Fc como alternativas terapéuticas para el tratamiento de OA. Contrariamente, sería 
útil analizar, en cambio, si estas pudieran ser efectivas para tratamientos que demanden reparación 
ósea. Tal podría ser el caso de la elongación ósea, un novedoso y eficaz método para tratar defectos 
óseos, siendo el largo ciclo de regeneración uno de los problemas clínicos asociados con esta 
terapia. Se han realizado una gran cantidad de estudios para acelerar la osificación y acortar el 
proceso de tratamiento. Siendo los estudios de suplementación con combinaciones de factores de 
crecimiento los que han demostrado acortar los tiempos de tratamiento (Makhdom, A. M. et al., 
2013; Siwicka, K. A. et al., 2011). Sin embargo, el delivery de factores de crecimiento en la región 
afectada sigue siendo un desafío. Lo que se suma a los costos de utilizar este tipo de 
suplementaciones. Es por ello que estudios recientes apuntan al desarrollo de estrategias más 
económicas y a su vez efectivas, siendo las MSC una interesante herramienta de delivery. En tal 
búsqueda, Sun y colaboradores demostraron en un modelo de regeneración ósea en conejos, que 
la sobreexpresión de TGF-β1 por parte de BMSC promovió la formación de hueso nuevo, 
proponiendo este modelo como una opción terapéutica para mejorar este tipo de terapias (Sun, B. 
Y. et al., 2018). Es en base los resultados obtenidos, que sería interesante evaluar en este tipo de 
modelos el delivery de TGFBR2-SE mediante MSC. 

En lo referente a la capacidad de diferenciación hacia el linaje condrogénico de las LS-MSC 
sobreexpresando los mismos transgenes, el escenario fue el opuesto al observado para el linaje 
osteogénico. En LS-MS provenientes del entorno No-OA ninguno de los tres transgenes 
sobreexpresados muestran efecto sobre el potencial condrogénico apreciable. Por el contrario, en 
células de pacientes OA las tres proteínas sobreexpresadas tendrían un carácter anti-condrogénico, 
TGFBR2-SE/Fc con menor, y TGFBR2-SE, mayor impacto. Esta última disminuyendo el potencial 
condrogénico de las LS-MSC OA, a niveles observados en la población de donantes No-OA.   

Una explicación a esto podría estar relacionada con la utilización de TGF-β3 en el cocktail de 
diferenciación condrogénica utilizada en nuestro estudio. La falta de efecto de la sobreexpresión de 
los tres transgenes sobre la diferenciación condrogénica podría ser el resultado de que TGF-β3 sólo 
o los niveles utilizados en las condiciones estudiadas durante esta tesis no fueron suficiente para la 
diferenciación de LS-MSC No-OA a precursores de cartílago. Siendo TGF-β3 responsable entre otros 
procesos, de la estimulación de la proliferación de células mesenquimales previa diferenciación 
condrogénica (De Bari, C. et al., 2001; Hsieh, P. C. et al., 2003; Reinholz, G. G. et al., 2009). Sumado 
a que la alta densidad celular es un requisito para la condrogénesis de células mesenquimales in 
vitro (Mara, C. S. et al., 2011). Sería interesante evaluar los niveles de TGF-β3 presentes en los 
cultivos de LS-MSC con el fin de explicar las diferencias observadas en los niveles de diferenciación 
condrogénica entre las poblaciones estudiadas. 
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Por otra parte, y en línea con lo observado en esta tesis in vitro en LS-MSC de paciente con OA, la 
inhibición de TGFBR2 con losartan o la neutralización de TGF-β con anticuerpos monoclonales 
específicos, retrasó la progresión de la degeneración del cartílago articular en modelos animales de 
OA (Xie, L. et al., 2016; Chen, R. et al., 2015). En el contexto de la bibliografía, esta última 
observación es controversial ya que existen reportes que demuestran que la sobreexpresión de 
TGFβ1 en las articulaciones de conejos con OA experimental por transfección intraarticular de 
TGFβ1 condujo a una reducción sustancial de la degradación del cartílago (Zhang, P. et al., 2015). Es 
por ello que, para poder atacar a las vías dependientes de TGFβ de manera más predecible, es de 
suma importancia dilucidar en detalle las diferentes vías de señalización intracelular y discriminar 
los efectos perjudiciales y protectores de TGF-β, y de otros miembros de la cascada de señalización, 
en los tejidos articulares y el organismo en general. A este respecto, lo resultados obtenidos en esta 
tesis, sugieren un rol de inhibición de TGFBR2-SE y TGFBR2-SE/Fc sobre el potencial condrogénico 
de las LS-MSC de paciente con OA, pero, por su naturaleza in vitro, no permiten compararlos 
directamente con lo que ocurre in vivo. Si bien TGFBR2-SE parece estar involucrado en la modulación 
de la capacidad condrogénica de estas células, sería aventurado proponer a estas nuevas proteínas 
como posibles herramientas terapéuticas para esta enfermedad sin antes realizar evaluaciones 
precisas de su efecto en modelos animales.  

Finalmente, es necesario discutir cómo impactarían los estudios realizados en esta tesis respecto 
del uso autólogo de MSC, y particularmente de LS-MSC, para revertir la OA con fines regenerativos. 
En base a los resultados obtenidos en este trabajo se puede sugerir la presencia de un entorno para 
las LS-MSC de pacientes con OA. En este, la cascada de TGF-β pareciera estar desregulada y al 
menos, para la diferenciación osteogénica, mostrar insensibilidad a la sobreexpresión de miembros 
de dicha cascada. De confirmar estas observaciones en LS-MSC, y en MSC provenientes de otras 
fuentes, el uso de estas células con fines de trasplante autólogo para revertir la enfermedad no sería 
alternativa eficaz. A pesar de lo observado, los estudios clínicos con trasplante autólogo de MSC son 
un procedimiento ampliamente difundido. Una revisión reciente evalúa un total de 17 protocolos 
de ensayos clínicos en reparación de cartílago en humanos publicados hasta el 2019 utilizando MSC. 
De esos 17 protocolos 14 estudios utilizaron células autólogas, mientras que 3 utilizaron células 
alogénicas (Ha, C. W. et al., 2019). De esta recopilación se concluye que las MSC intraarticulares 
proporcionan mejoras en el dolor y la función en la artrosis de rodilla en el seguimiento a corto plazo 
en muchos casos. Demostrado cierta eficacia de las MSC para la reparación del cartílago en la 
osteoartritis; sin embargo, la evidencia de la eficacia de las MSC intraarticulares tanto en los 
resultados clínicos como en la reparación del cartílago sigue siendo limitada. Estos resultados 
podrían ser explicados por el bajo porcentaje de ensayos clínicos utilizando trasplantes alogénicos 
y la ausencia de protocolos comparando ambas fuentes de trasplante. A su vez es de destacar que 
ningún protocolo publicado hasta la actualidad ha estudiado los efectos regenerativos de LS-MSC. 
Por lo tanto, las observaciones in vitro mostradas en esta tesis podrían estar reflejando la falta de 
efectividad de los trasplantes autólogos para el tratamiento de OA. 

Mas allá de esto, existen reportes en modelos animales demostrando la eficacia de estas células en 
trasplantes alogénicos estimulando la reparación de cartílago y hueso en modelos de OA (Miki, S. et 
al., 2015; Zayed, M. et al., 2018). Recientemente se han establecido los protocolos de laboratorio 
establecidos según las GMP de aislamiento, caracterización de las MSC obtenidas de membrana 
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sinovial y producción a gran escala (Fernandes, T. L. et al., 2018; Jorgenson, K. D. et al., 2018), lo que 
a futuro haría pensar en ensayos clínicos con trasplantes de estas células, así como de LS-MSC. 
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Conclusiones y perspectivas  
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1. Conclusiones 

- El aislamiento y caracterización de LS-MSC de lavado articular previa artroscopia postraumáutica, 
pudo realizarse de forma exitosa.  
- El potencial osteogénico de la población de LS-MSC OA fue menor al de la población No-OA en las 
condiciones evaluadas. 

- El potencial condrogénico de la población de LS-MSC OA fue mayor al de la población No-OA en 
las condiciones estudiadas. 

- Los niveles de diferenciación osteogénica y condrogénica correlacionan negativamente con los 
niveles relativos de ARNm de las tres variantes de splicing de TGFBR2 en LS-MSC de individuos No-
OA. 

- La sobreexpresión de TGFBR2-SE y TGFBR2-SE/Fc en LS-MSC No-OA aumenta los niveles de 
diferenciación osteogénica in vitro. 

- La sobreexpresión de TGFBR2-SE en LS-MSC OA disminuye los niveles de diferenciación 
condrogénica in vitro. 

2. Perspectivas 
 - Analizar de manera más exhaustiva el potencial condrogénico de LS-MSC. 

- Evaluar en un mayor número de muestras de LS-MSC los efectos generados por la sobreexpresión 
de TGFBR2-SE y TGFBR2-SE/Fc, sobre el potencial de diferenciación osteogénico y condrogénico. 

- Medir y contrastar las citoquinas presentes en cultivos de LS-MSC de pacientes OA con las 
secretadas por LS-MSC de individuos No-OA.  

- Estudiar el efecto de la sobreexpresión de TGFBR2-SE sobre la capacidad inmunomoduladora de 
las LS-MSC.  
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Consideraciones finales  
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En esta tesis se confirma el rol como biomarcador de actividad de AR de las tres variantes de splicing 
de TGFBR2, y se propone a la proteína TGFBR2-SE como biomarcador alternativo y posible blanco 
terapéutico. Para el caso de LS-MSC, si bien el número de muestras de donantes analizados es 
reducido, los bajos niveles de las variantes de splicing de TGFBR2 predicen diferenciación ósea, y en 
menor medida condrogénica, en individuos sin la enfermedad. Estas relaciones se pierden en la 
población OA analizada, sin embargo, no representarían un biomarcador de OA. Desde el punto de 
vista terapéutico, la sobreexpresión de la nueva proteína TGFBR2-SE y su proteína de fusión TGFBR2-
SE/Fc son claramente pro-osteogénicas, con mayor injerencia en individuos sin la enfermedad, 
aunque el potencial de estas proteínas para el tratamiento de la OA debería ser evaluado en mayor 
detalle empleando modelos experimentales diferentes. 
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