EVALUACION DEL EFECTO INMUNOMODULADOR DEL VENENO DE Tityus sp
(Tityus (Atreus) n. sp. aff. Metuendus) SOBRE CELULAS MONONUCLEARES DE
SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE ARTRITIS
REUMATOIDE (ESTUDIO PILOTO)

| . ? y
= - =
{ L 1827 =
NIVERSTOAD DEL CAUCS

YISEL DEL MAR MORALES URMENDIZ
CINDY GABRIELA RIVERA TOBAR

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
POPAYAN, CAUCA
2022



EVALUACION DEL EFECTO INMUNOMODULADOR DEL VENENO DE Tityus sp
(Tityus (Atreus) n. sp. aff. Metuendus) SOBRE CELULAS MONONUCLEARES DE
SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE ARTRITIS
REUMATOIDE (ESTUDIO PILOTO)

: 1827
NIVERSTOAD DEL CALS

YISEL DEL MAR MORALES URMENDIZ
CINDY GABRIELA RIVERA TOBAR
Trabajo de grado presentado como requisito parcial para optar por el titulo de
Bidlogo

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
POPAYAN, CAUCA
2022



Popayan, 06 junio de 2022

Nota de aceptacién

Aprobado

Rosa Oretfun Ouerns C .

Rosa Amalia Duefias Cuellar (Directora)

Victoria Eugenia Nifio Castafio (Co-directora)




AGRADECIMIENTOS

A Dios, por permitirnos sentir su amor en cada paso que hemos dado, por guiarnos en la
oscuridad y por darnos la oportunidad de seguir nuestros suefios y hacer todo por

cumplirlos.

A nuestros padres Ruben Dario Rivera, Mireya Stella Tobar, Luz Ayda Urmendiz Y
Edilberto Morales, por brindarnos apoyo, carifio y amor, y porque para ellos son todos

nuestros triunfos, en la tierra y en el cielo.

A Cristian Rivera y Alejandro Zufiiga, por su apoyo, su compafiia y su amor.

A la Doctora Rosa Amalia Duefias Cuellar, por su compromiso, su ayuda y su dedicacion,

por ser un ejemplo profesional y, sobre todo, por siempre exigirnos ser mejores.

A la Doctora Victoria Eugenia Nifio, por creer en nuestra capacidad de trabajo y estar

dispuesta a compartir su conocimiento e ideas con nosotras.

Al profesor José Toribio Beltran a Jimmy Alexander Guerrero, por su disposicion y apoyo

en nuestra formacion.
A nuestras pacientes, por su empatia, su fortaleza y su disposicion para ayudarnos.
A aquellos que nos ayudaron en las colectas, en especial Victor Garcia'y Camilo Alegria.

Al laboratorio de inmunologia y biologia molecular de la Facultad de salud de la
Universidad del Cauca, principalmente a la doctora Gloria Avila, a Mirtha Olave, Juliana
Ferndndez, Angie K. Rivera, Dayani Gutierrez y Yulieth Bermudez, por su apoyo

permanente, su capacitacion y, sobre todo, su paciencia.

Al CIBUC bioterio, a sus monitores de trabajo y a don Libardo, por su compromiso con la
investigaciéon, por abrirnos las puertas y brindarnos todas las herramientas de trabajo

necesarias.

Al grupo de Investigaciones Herpetoldgicas y Toxinolégicas (GIHT) y el grupo de

investigaciones en Inmunologia y Enfermedades Infecciosas de la Universidad del



Cauca, por liderar propuestas de investigacion de alta calidad y ofrecernos tanto apoyo a

lo largo del desarrollo del proyecto.

A nuestros amigos, Camila Tovar, Alejandra Polanco, Daniela Guevara, Luis Alberto
Suarez, Victor Garcia, Valentina Alegria, Yulisa Moreno, Laura Castillo, Yesid Medina,
Ingrid Angel, Carolina Ibarra y Angela Sofia Bilbao, por ensefiarnos sobre la

incondicionalidad, por su abrazo oportuno y su compafia a lo largo de nuestra vida.

A la doctora Ana Isabel Ospina por ayuda durante el proceso de captacion de pacientes,

Su paciencia y su trabajo.

A Diego Felipe Manquillo y Marcela Alejandra Vallejo, por su participacion en la ejecuciéon

del proyecto.
A nuestras pacientes, por su fortaleza, su empatia y, sobretodo, su colaboracion.

A la Vicerrectoria de Investigaciones de la Universidad del Cauca por el financiamiento
de este proyecto a partir de la Convocatoria interna de apoyo a proyectos de Semilleros

de Investigacion “Cultivando Semillas 2018”.



1.
2.
3.

4.

INTRODUGCCION ...ttt 1
JUSTIFICACION ...ttt ettt ettt eaeees 4
OBUJIETIVOS ..ottt e et e et et e e e e e et e e e e eaa e e e e eaa e aaees 6
T B @ o 1= 1AV o I =T 1T = | 6
3.2. ODbjetivoS ESPECITICOS ....uuiiii i 6
MARCO TEORICO ...ttt 7
4.1, ATrtritiS REUMALOIE ......cceiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 7
4.1.1. Etiologiay Factores de RIESHO .......cccuuuuiiiiiieeeiiiiiiiiiieieee e e e e e e e 8
4.1.2. Fisiopatologia de la Artritis Reumatoide ............ccccuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 8
4.1.3. Modulacion de la Respuesta INMUNE ...t 10
4.1.4. Manifestaciones Clinicas de la Artritis Reumatoide .............cccooeeiiviieeeennn. 11
4.1.5. Signosy Sintomas CoNSttUCIONAIES...........cceeiiiiiiiiiiiiiiieiiee e 11
4.1.6. Manifestaciones EXraartiCulares .............cccccuueuueeiemiiiiiimiiiiiiiiiiinieieeennn. 12
4.1.7. Criterios de Clasificacion y Diagnéstico de la Artritis Reumatoide.............. 12
4.1.8. Estrategias TErapElULICAS .......cccceiiiiiiiiiiiie e eeee e e e e e eeennns 13
4.1.9. Efectos Adversos Asociados al Uso de FAME 0 DMARD............cccceveeeeen. 14
4.2. Escorpionesy Componentes de VENENO ........ccceevvvieieiiiiiee e e e e eeeeeeanns 16
4.2.1. Generalidades de [0S ESCOIPIONES ......ccoeviiiiiiiiiiiiieeeeiiie e 16
4.2.2. Componentes de Veneno de ESCOrpioN........ccccouviiiiiiiiiiiiieeeeeiiiiiieeeee e 17
4.2.3. Propiedades Farmacoldgicas Relacionadas con TOXiNAS.................eveeeene 17
4.2.4. Toxinas INMUNOMOAUIATOIAS...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibeeee e 18
R B O o F- 11T [0 oo P PURP PR 19
4.3.1. Canales I6nicos para Potasio ..............ceeieeeeeiiiiiiiiicie e 20

4.3.2. Canal Kv.1.3 en LinfocCitoS HUMANOS ........oeneeeeeeee e 21



4.3.3. Uso de Toxinas Escorpiénicos para la Modulacion de la Respuesta Inmune

22
ANTECEDENTES ... 24
MATERIALES Y METODOS ..ottt ettt ettt 28
00 I T To T o [N = (H o o 28
6.2. ACVIdAdES ODJELIVO L ..o e 28
6.2.1. Colectay Manteamiento de ESCOrpIiONES.........cccovvvvvviiiiiiieeeeeeeeiiiiee e 28
6.2.2.  EXIracCion del VENENO .......cccoiiiiiiiiiiiiiiiii et 28
6.2.3. Cuantificacién y Dilucion del VENENO..........ccoeeeeiiiiiiiiiiiiie e 29
6.2.4. Preparacion de las concentraciones de VENENO............cceevveveeeeeeeeeieeeeennnn, 30

6.2.5. Obtencidon de las muestras de sangre para determinar concentraciones

subletales del VENENO TItYUS SP..ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeteee ettt 31
6.2.6. Aislamiento de Células Mononucleares de Sangre Periférica (CMSP). ..... 31
6.2.7. Conteo de Células MONONUCIEAIES. .........ccuvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee e 32

6.2.8. Ensayo de Citotoxicidad del Veneno de Tityus sp por Método de Resazurina
[ = = Tl = T T 33

6.2.9. Establecimiento de las concentraciones subletales del veneno Tityus sp. 34
6.3.  ACHVIdAdES ODJELIVO 2 ... 34
6.3.1. Captacion de Pacientes con Artritis Reumatoide ...........ccccoeeeiviviiiiiiieeennnn. 34

6.3.2. Pruebas para Evaluar la Capacidad Inmunomoduladora del Veneno de
LAY ST 36

6.3.3. Estimulacion Policlonal de Células Mononucleares y Evaluacion del Efecto

(o [S] VAT 0 1<) 0 [ K TP 37

6.4. ACtVIdAdES ODJELIVO 3 ... e e e 39
6.4.1. Deteccion de citoquinas en sobrenadantes de cultivo mediante el ensayo de

inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) ... 39



0.4.2.  ANAlISIS ESTAUIStICO .. cneeeee e 41

8.5, AVAI ELICO ..veuieteiiieeiciieie ettt ettt ea e eeenas 41
6.6.  FINANCIACION .....ccooiiiiiiiiiee e 42
A o =21 1 1Y 5 L 1 43
7.1, Cuantificacion de ProteinNas.........ccooeeeiiiiiiieieeeeeeee e 43
7.2. Concentraciones Subletales del Veneno de Tityus Sp.......coooeeeeeeiiiiiieieeeeeeeee, 44

7.3. Analisis Sociodemografico de las Pacientes con Diagndstico de AR y Controles
45

7.4. El veneno de Tityus sp Indujo Disminucién de la Proliferacion de CMSP de
Personas con Diagndstico de AR y Sanas en Subpoblaciones CD3+, CD3+CD4+,
(O T O 1 RSSO 48

7.5. El veneno de Tityus sp No Indujo Cambios Significativos En la Activacion de
CMSP de Pacientes con AR y Sanas Para las Subpoblaciones CD4+HLADR+,

CD4+CD69+, CD8+ HLADR+, CD8+CDB9+ ... ..ot 51
7.6. Efecto del Veneno de Tityus sp en la Produccién de Citoquinas...................... 53
8. DISCUSION ..ottt ettt ettt ettt ettt 56
9. CONCLUCIONES. ... ..o et e e e e e e e e eenans 61
10. RECOMENDACIONES. ... . e e 63
11, BIBLIOGRAFIA et e e e e e e e e e s 64

LISTA DE TABLAS

Titulo de tabla Pagina

Tabla 1. Toxinas escorpionicas relacionadas al 27

desarrollo de farmacos.



Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Promedio de las absorbancias a 280nm y
resultado Y (concentracién del veneno) en

la curva de calibracion de Pearson.

Analisis  bivariado de las variables
sociodemogréaficas de pacientes con
diagnéstico de AR y controles sanos.

Hallazgos clinicos relacionados al numero
de articulaciones grandes comprometidas
en las pacientes AR.

TABLA DE CONTENIDO

48

51

39



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

LISTA DE FIGURAS

Titulo de Figura

Esquema de la fisiopatologia de la artritis
reumatoide (AR)

Algoritmo propuesto para alcanzar y mantener
el objetivo de tratamiento en la artritis
reumatoide. Tomado de: Diagnosis and
Management of Rheumatoid Arthritis: A

Review

Extraccidbn por electroestimulacion en el
ultimo segmento metasomal del escorpion

Tityus sp.

Esquema grafico de la dilucidon seriada
realizada para la obtencion de las 10

concentraciones de veneno tityus sp.

Curva de calibracion concentraciéon de BSA
para la cuantificacion del veneno de Tityus sp.

Efecto del veneno de Tityus sp (VTsp) sobre
la viabilidad celular de células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) en cultivo de
72h, mediante el ensayo fluorimetrico de

resazurina (AlamarBlue).

Pagina

14

26

28

40

41



Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Diagrama de puntos (Dot plot) representativo
de citometria para el porcentaje de
proliferacion en poblaciones celulares. CD3+,
CD3+CD4+, CD3CD8+; e histograma de
proliferacion general en CMSP, marcadas con
CFSE con presencia/ausencia de veneno
Tityus sp 252, 126 y 63 pg/mL.

Poblaciones celulares CD3+ (A),
CD3+CD4+(B), CD3CD8+ (C), marcadas con
CFSE vy el porcentaje de proliferacion con
presencia/ausencia de veneno Tityus sp 252,
126 y 63 pg/mL y células sin tratamiento.

Diagrama de puntos (Dot plot) representativo
de citometria para el porcentaje de activacion
para las subpoblaciones celulares
CD4+HLADR+ (A), CD4+CD69+ (B), CD8+
HLADR+ (C), CD8+CD69+ (D)+ en CMSP
cultivadas en presencia/ausencia de veneno
Tityus sp 252, 126 y 63 pg/mL.

Porcentaje de  activacion para las
subpoblaciones celulares CD4+HLADR+ (A),
CD4+CD69+ (B), CD8+ HLADR+ (C),
CD8+CD69+ (D), estimuladas con PHA (2.5
png/mL) y cultivadas en presencia/ausencia de
veneno Tityus sp a concentraciones de 252,
126y 63 pg/mL.

45

46

48

49



Figura 11.

Concentracion de citoquinas IL-6 (A), TNF-a
(B), IL1-B (C), IL-10 (D) expresadas por
células mononucleares de pacientes con
diagnéstico de AR y pacientes sanas en
sobrenadantes de cultivo, tratadas con PHA
(2.5 pg/mL) y cultivadas en
presencia/ausencia de veneno Tityus sp a
concentraciones de 252, 126 y 63 pg/mL,
durante 72h, medida mediante el Ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA)

51



RESUMEN

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune, inflamatoria crénica y
progresiva, asociada con altos costos directos e indirectos, una alta tasa de discapacidad
fisica y una disminucion de la capacidad laboral. Aunque su etiologia es desconocida, los
mecanismos fisiopatologicos de la AR surgen como producto a un ambiente
proinflamatorio basado interaccion de mediadores y citoquinas proinflamatorias. Existe
evidencia de que los venenos de escorpion son capaces de modular la respuesta inmune,
mediando mecanismos celulares importantes en el desarrollo de la enfermedad.
Objetivo: En el presente estudio, se evaluo el efecto inmunomodulador del veneno total
de Tityus sp sobre células mononucleares de sangre periférica de pacientes con
diagndstico de artritis reumatoide (AR) e individuos sanos. Metodologia: Se realizd un
estudio experimental, analitico, tipo caso-control con una poblacién de 10 pacientes con
diagnostico actualizado de artritis reumatoide y 10 pacientes sanos apareados por sexo
y edad. Se determinaron las concentraciones sub-letales de trabajo del veneno total de
Tityus sp; una vez seleccionadas las dosis, se evalud la capacidad inmunomoduladora
veneno total de Tityus sp para proliferacion, mediante tincibn con CFSE, activacion en
linfocitos T CD4+y T CD8+, y la produccion de las citoquinas IL-18, IL-6, IL-10 y TNF-aen
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de pacientes con AR y controles,
mediante las técnicas de citometria de flujo y ELISA respectivamente. Resultados: se
encontro que el veneno produjo una disminucion de la proliferacion de CMSP de personas
con diagnéstico de AR y sanas en subpoblaciones CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+ para
la concentracion de 252 uM /mL y 126 uM /mL versus control. Ademas, el veneno no
indujo cambios significativos en la activacion celular para las diferentes subpoblaciones
trabajadas. Finalmente, la concentracion de IL-10 para las células sin tratamiento versus
concentracion de 252 y 126 pg/mL de veneno tuvo una diferencia significativa, tanto para
paciente como control, mientras que para IL-6 hubo una diferencia significativa para el
diagnostico de AR. Conclusion: Los resultados encontrados indican que el veneno de
Tityus sp es una potencial fuente de moléculas inmunomodulas en linfocitos T, tanto de
pacientes con AR, como de controles, principalmente en la proliferacion y en citoquinas
como IL-10. También es necesario continuar con mas estudios de caracterizacion de este

veneno.



1. INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune, inflamatoria, sistémica
cronica, caracterizada por la inflamacion sinovial persistente de las articulaciones, que
conduce a la destruccion progresiva del cartilago articular y al hueso subyacente (1,2).
La AR afecta del 0,5-1% de la poblacion mundial, entre los 40-50 afios de edad y es
cuatro veces mas frecuente en mujeres. Esta enfermedad se asocia con morbilidad
significativa, discapacidad severa y mortalidad prematura (2,3). La AR tiene un impacto
negativo significativo en la calidad de vida de las personas que la padecen; en los casos
mas severos, los pacientes se ven incapaces de realizar actividades cotidianas, viéndose
obligados a abandonar sus labores diarias, sin mencionar los altos costos psicolégicos y
socioecondmicos que conlleva (4,5). En Colombia, la prevalencia global se estima en
0.9/100 habitantes, y para el Dpto del Cauca la Cuenta de Alto Costo, en 2017, reportd
una prevalencia de 0,12%, de la cual el 85% de los casos fueron mujeres y el 15%
hombres (Fondo Colombiano de Enfermedades de Alto Costo 2018).

La etiologia de la AR aun no es clara, sin embargo, actualmente se sabe que los
mecanismos patoldgicos de la inflamacion sinovial son consecuencia de la interaccion
compleja entre factores genéticos, ambientales e inmunitarios que originan la
desregulacion del sistema inmunitario y la degradacion de la autotolerancia inmunitaria
(7,8). En la fase preclinica de la enfermedad, la presentacion de autoantigenos y la
activacion compleja de células T y B, con la consecuente liberacion de mediadores y
citocinas pro-inflamatorias (incluido el factor de necrosis tumoral (TNF) -q, interleucina
(IL) -1, IL-6, IL-17) juegan un papel crucial en la fisiopatologia de la AR, ya que estimulan
la inflamacién y la degradacion del hueso y el cartilago (9,10). Aunque la artritis
reumatoide se considera convencionalmente como una enfermedad mediada por células
T auxiliares tipo 1 (Thl), la atencién se ha centrado cada vez mas en el papel de las
células T auxiliares tipo 17 (Th17), un subconjunto que produce interleucina-17A, 17F, 21
y 22 y factor de necrosis tumoral a (TNF-a) (11,12). La desregulacién en la produccion
interleucina-17 de las células Th17 y estimula la diferenciacion de los osteoclastos e

induce la degradacion directa del cartilago in vivo y ex vivo (13)



Los tratamientos actuales para estabilizar a los pacientes con AR involucran
control sintomatico y modificacion de la enfermedad, y pueden dividirse en tres categorias
generales: antiinflamatorios no esteroideos (NSAID, del inglés: nonsteroidal anti-
inflammatory drugs); glucocorticoides, como la prednisona y la metilprednisolona; y
farmacos habituales como los farmaco antirreuméatico modificador de la enfermedad
DMARD (del inglés: Disease-modifying antirheumatic drugs) y asi como los farmacos
denominados como medicamentos de terapia Biologicos (14,15). A pesar que los
DMARD sintéticos convencionales son los mas utilizados en el tratamiento de la AR para
lentificar su progresion estructural, pueden inducir diversos efectos adversos como
alteraciones conductuales, los gastrointestinales y la hipertransaminasemia en el caso
del metrotexato (16), toxicidad gastrointestinal, hematoldgica, renal medular y hepética
para la leflunomida, cloroquina, hidroxicloroquina, sulfasalazina, D-Penicilamina,

azatioprina y ciclosporina (17,18).

Cuando no existe mejoria al implementar los DMARD convencionales, se
considera la terapia biolégica, que se basa en la implementacion de anticuerpos dirigidos
contra moléculas implicadas en la inflamacién (citocinas), como los inhibidores TNF-a, IL-
6 e IL-1 (19) y/o moléculas expresadas en la superficie de células inmunes, como CD52
(alemtuzumab) (20), CD25 (basiliximab) (21) y CD20 (rituximab)(22). Todos los
tratamientos actuales para tratar la AR solo retardan la progresion de la enfermedad y
precisan acompafiamiento médico exhaustivo para evitar complicaciones alternas al
padecimiento (AR), por lo que se hace evidente la necesidad de terapéuticos que
permitan generar cura o retraso de la enfermedad, sin secuelas toxicas ni afectaciones

invasivas.

En este sentido, componentes bioactivos de venenos de origen animal han
demostrado ser herramientas valiosas para el desarrollo de nuevos farmacos, entre ellos
el veneno de escorpidén (23). Se sabe que uno de los componentes farmacologicos
activos mas importantes del veneno de escorpidon son los péptidos que pueden actuar
bloqueando canales i6nicos, como los canales de iones calcio (Ca 2+) y potasio (K +)
importantes durante la activacién de las células T (24,25). Estos canales idnicos son

importantes en la sefalizacién celular, comunicacion celular y la regulacién del potencial



de la membrana celular por tanto se encuentran como objetivos prometedores para
nuevos medicamentos (26,27)

Basado en lo anterior, la hipbtesis de este estudio se basa en si el veneno del
escorpion Tityus sp (Tityus (Atreus) n. sp. aff. Metuendus) puede ejercer un efecto
inmunomodulador sobre células mononucleares de sangre periférica de pacientes

diagnosticados con artritis reumatoide que contribuya con la disminucion de la respuesta
inflamatoria.



2. JUSTIFICACION

El sistema inmune es el responsable de detectar y eliminar amenazas enddgenas y
exdgenas al cuerpo, sin embargo, cuando existe desregulacion en los procesos de control
del sistema inmune, se pueden desencadenar procesos auto inmunitarios (como en el
desarrollo de AR), a menudo asociados a anomalias en la sefalizacion celular de
linfocitos T (28).

A pesar de existen numerosos tratamientos convencionales destinados a suprimir
a los linfocitos T activados en desordenes autoinmunes, estos métodos presentan efectos
secundarios graves asociados a su consumo, que pueden ir desde nausea, mareos,
inactividad o diarrea, hasta problemas del higado, los rifiones o los pulmones(29). Siendo
asi, venenos producidos por animales y sus péptidos derivados 0 sintetizados estan
ganando reconocimiento por parte de la industria farmacéutica, gracias a su selectividad
mejorada y toxicidad disminuida (30). Tal es el caso de los venenos de escorpion, que
han demostrado tener componentes bioactivos con actividades inmunomoduladoras
significativas, capaces de estimular las funciones inmunes, tanto en modelos in vivo como
in vitro (27). Por ejemplo, la Kaliotoxina, una toxina aislada del escorpion Androctonus
mauretanicus, es capaz de inhibir la activacion de los canales de potasio Kv1.3 (31).

Estos inhibidores obtenidos a partir de venenos escorpiénicos, han demostrado
ser eficaces en modelos animales de artritis, diabetes autoinmune, trasplantes, dermatitis
alérgica y psoriasis, lo cual establece la posibilidad de que las toxinas pueden funcionar,
por su actividad inmunosupresora, en el tratamiento de padecimientos autoinmunes en
humanos (32,33).

El presente trabajo, realizé un estudio de la capacidad inmunomoduladora del
veneno total del escorpion Tityus sp. (Atreus) n. sp. aff. Metuendus (Tityus sp), una
especie endémica de Colombia, reportada en el casco urbano del municipio de Popayan,
en el departamento del Cauca, de la cual se conocen datos concernientes a la
composicién quimica y actividad biolégica del veneno. Estudios a partir de una biblioteca
de cDNA de la glandula de veneno, revelaron que este esta compuesto, entre otras, por
toxinas especificas para canales de potasio clasificadas en tres subfamilias: subfamilia

a-KTx15, a-12 y a-KTx18, adicionalmente, a partir del veneno extraido, fueron



secuenciadas cuatro toxinas capaces de disminuir la corriente de K+ en células de
ganglio dorsal de Ratas in vitro (34).

Santoyo y colaboradores (2016) afirman que, si bien los mecanismos moleculares
de la AR incluyen ciertos tipos celulares y la expresion de un amplio niumero de citocinas
proinflamatorias en los tejidos y sus alrededores, algunas otras moléculas podrian tener
un papel importante en la patogénesis de la enfermedad(35). Uno de los recientes
candidatos como blanco terapéutico en la patologia de la AR, es el canal Kv1.3, teniendo
en cuenta que esta proteina regula el flujo de iones potasio y activa rutas de sefalizacion
en diversos tipos celulares, incluyendo los linfocitos T. Estas células son elementos clave
en el desarrollo de la artritis reumatoide, ya que inducen la sintesis de citocinas
proinflamatorias en tejidos afectados(35).

Con base en la informacion arrojada por Morales Duque en el 2013, la hipétesis
planteada en este estudio busco determinar si este veneno puede modular de manera
eficiente la respuesta inmune de las células; lo anterior, basado en el hecho de que

modulacion de la respuesta es ejercida mediante el canal Kv1.3, dado que este ultimo
se expresa altamente en células T de memoria (T em ) CD4+ y CD8+ involucrados en la

coordinacion de la respuesta inmune asi como en la autotolerancia inmunitaria. Ademas,
alteraciones en su fisiologia desempefian un papel importante en la progresion de ciertas
enfermedades autoinmunes, alergias, desarrollo de tumores e inflamacién crénica. Por
ello, encontrar moléculas que modulen las funciones de estas células, ya sea
aumentando o atenuando sus funciones efectoras, resulta importante en el tratamiento
de diversas patologias(32,35,36).

Asi, este proyecto se realiz6 con la intencion de comprender los mecanismos
inmunoldgicos basicos implicados en la, proliferacidon, estado de activacion y presencia
de citoquinas, después del tratamiento con concentraciones subletales del veneno de
escorpién. Se encontr6 que el veneno total de Tityus sp si induce un efecto
inmunomodulador de las en CMSP, relacionado con la concentracion de veneno mas no

el diagndstico de la enfermedad.



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo General

Evaluar el efecto inmunomodulador del veneno del escorpion Tityus sp sobre
células mononucleares de sangre periférica de pacientes con diagnostico de artritis

reumatoide e individuos sanos.

3.2. Objetivos Especificos

— Determinar la concentracion minima citotoxica y la actividad citotéxica del veneno del
escorpion Tityus sp. sobre células mononucleares de sangre periférica de individuos
sanos.

— Evaluar el efecto de dosis sub-letales del veneno del escorpidén Tityus sp. sobre la
capacidad de proliferacién y activacion de linfocitos TCD4* y TCD8* aislados de
células mononucleares de sangre periférica de pacientes con diagnéstico de artritis
reumatoide e individuos sanos.

— Determinar el efecto de dosis sub-letales del veneno del escorpion Titys sp. sobre los
niveles de las citoquinas IL-6, TNF-a, IL1-B, IL-10 expresados por células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con diagndéstico de artritis

reumatoide e individuos sanos.



4. MARCO TEORICO
4.1. Artritis Reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria, cronica, degenerativa y
sistémica que afecta principalmente las membranas sinoviales de las articulaciones
causando dolor, hinchazoén, entumecimiento y en algunos casos, discapacidad severa
(112). El proceso de inflamacion sinovial persistente puede provocar dafio progresivo de
las articulaciones, asi como destruccion de hueso y cartilago, culminando con deformidad
en las extremidades implicadas (37). Estas manifestaciones generalmente impactan de
manera negativa a las personas que padecen la enfermedad, por lo que su capacidad
laboral, sus interacciones sociales y por consiguiente, su calidad de vida se ven
perjudicados, sin mencionar los altos costos que se generan al sistema de salud (4,38).

La AR tiene una distribucion global y abarca aproximadamente al 1% de la
poblacion adulta, siendo mas frecuente en mayores entre los 40-60 afios, aunque pueden
presentarse casos de AR juvenil. Ademas, suele presentarse mayormente en mujeres,
en relacion 2-3:1 con hombres. Con respecto a Colombia, Fernandez-Avila y
colaboradores (2019), reportaron una prevalencia del 0,52% segun lo registrado por el
Sistema Integrado de la Proteccion Social (durante el periodo comprendido entre 2012-
1016), con una relacién mujer: hombre de 4.2:1 y con mayor prevalencia para el grupo
etario de 70-74 afos, mientras para el Dpto. del Cauca se reportd una prevalencia de
0,44% (39).

Por otro lado, las tasas de incidencia aumentan con la edad y parecen alcanzar
una meseta a partir de los 60 afios (37), asi como también las tasas de mortalidad suelen
verse mas elevadas en pacientes con AR que en la poblacion general. Por consiguiente,
la esperanza de vida de los pacientes pasa a ser de tres a diez afios menor que en una
persona sana, de acuerdo con la gravedad de la enfermedad, edad de inicio y

comorbilidades presentes (40).



4.1.1. Etiologiay Factores de Riesgo

La AR se considera una enfermedad de etiologia desconocida, sin embargo, se
han asociado diferentes factores de riesgo, considerandola una enfermedad multifactorial
(15). Uno de los factores mayormente implicado en el desarrollo de AR es el genético; se
ha estudiado que algunos polimorfismos presentes en genes que codifican para HLA-DR
(porcion del complejo mayor de histocompatibilidad), como HLADR1- HLADR4
contribuyen en la produccion de anticuerpos contra proteinas anti-citrulinadas (ACPA, del
inglés,anti-citrullinated protein antibodies); estas proteinas son importantes dado a que
se generan mediante la adicién de citrulina en residuos de arginina, pasando de peptidil-
arginina a peptidil-citrulina, que por el cambio de de cargas (de positiva a neutra) hace
gue no puedan ser reconocidas como propias por el sistema inmune e inicie el proceso
autoinmune (41). Otra molécula asociada a la apariciéon de AR es la proteina Tirosina
fosfatasa no receptora tipo 22 (PTPN22), debido a la aparicion de polimorfismos
asociados a pacientes con AR y ACPA positivos entre varias etnias (42).

Por otro lado, existe evidencia de que factores infecciosos como el virus de Epstein
Barr (EBV), retrovirus, virus de la Hepatitis C y otros agentes como Helicobacter pylori,
Porphiromonas gingivalis, Agregatibacter actinomycetecomitans podrian ser
desencadenantes de la autoninmunidad en la AR, debido a que sus productos
metabolicos pueden inducir la citrulinacion de proteinas y provocar la liberacion de APCA
(43,44). Otro factor es el hormonal, donde se ha asociado el aumento de estrogenos en
pacientes con AR (45). Y factores ambientales, como exposicion a agentes nocivos como:
el humo del cigarrillo, polvo de silice y nanomateriales derivados del carbono, que pueden

provocar una respuesta inflamatoria (15).

4.1.2. Fisiopatologia de la Artritis Reumatoide

El tejido base del proceso inflamatorio en la AR es la membrana sinovial, por lo
tanto, luego de inducirse la respuesta autoinmune, con la presentacion de antigenos

hacia proteinas propias, se inicia el proceso de inflamatorio articular (1). Hay tres



procesos patolégicos en la articulacidn que son independientes pero que interactian
entre si; en primer lugar, la inflamacidn cronica caracterizada por un infiltrado de células
principalmente mononucleares, incluidos linfocitos, monocitos y células dendriticas. En
segundo lugar, la hiperplasia de la membrana sinovial, por el incremento de fibroblastos
sinoviales, y ademas su transformacion en organo linfoide secundario con la presencia,
en muchos casos, de centros germinales donde se producen mas auto-anticuerpos (FR
y ACPA). Por ultimo el aumento de la actividad osteoclatogénica debido a la constante
produccion de citoquinas y quimiocinas proinflamatorias que contribuyen al reclutamiento
de nuevas células y al dafio progresivo de las articulaciones (Figura 1) (14,46) .

& Linfocitos T
R L ORISR )

Figura 1. De izquierda a derecha: la célula presentadora de antigenos presenta un autoantigeno a la célula T virgen
mediante una molécula de clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (por medio del epitopo
compartido), con el apoyo de las moléculas coestimuladoras, rompiendo la auto tolerancia periférica. Aqui, la célula T
se activa y se diferencia en célula auxiliar folicular (THF) TH1, TH17, iniciando la liberacién de citoquinas quienes a su
vez activan macréfagos y también proporcionan ayuda en la activacion de células B. Esta Ultima se diferencia en una
célula plasmatica e inicia la produccion de auto-anticuerpos (ej. ACPA). Los auto-anticuerpos se unen a los antigenos
correspondientes formando complejos inmunolégicos en la membrana sinovial en donde se acumulan. Estos complejos

inducen la formacién de anticuerpos-1gG (Factor reumatoide) mediante su porcion Fc, provocando la activacion del



complemento. Estos inmunocomplejos pueden unirse a macréfagos y otras células para activarlas y secretar citoquinas
proinflamatorias y otros mediadores de inflamacion (TNF, IL-6, INF-y o IL-17) y ademds de la activacion de macrofagos
por linfocinas. Por otro lado, los fibroblastos sinoviales, quienes expresan el receptor activador del factor nuclear kappa
B (RANK) ligando (RANKL), en presencia de citoquinas proinflamatorias, pueden activar los macréfagos los cuales se
diferencian en osteoclastos, a través de pre-osteoclastos, produciéndose la resorcién 6sea y a union de cartilago y
hueso. A su vez las citoquinas también activan a los condrocitos quienes secretan enzimas y degradan el cartilago

(Tomado de: Tomado de: Diagnosis and Management of Rheumatoid Arthritis: A Review (47)

4.1.3. Modulacion de la Respuesta Inmune

Aunque la AR se considera convencionalmente como una enfermedad mediada
por células T colaboradoras tipo Thl, la atencién se ha centrado en el papel de las Th17
(11), ya que citocinas como TGF-B, IL-1B, IL-6, IL-21 y IL-23 producidas por células
dendriticas y macrofagos, presentes en el tejido sinovial, promueven la diferenciacién
Th1l7 y suprimen la diferenciacion de las células T reguladoras, desplazando la

homeostasis de las células T hacia la inflamacion (7,48).

En AR las células Thl7 se han asociado a procesos inflamatorios cronicos
promovidos fundamentalmente por el efecto pro-inflamatorio de la citoquina IL-17,
encontrada con un incremento de expresion principalmente en zonas afectadas (49);
ademas esta citoquina potenciar la actividad de IL-1 y TNF-a (factor de necrosis tumoral
a), estimula la diferenciacion de los osteoclastos y promueve la destruccion de cartilagoy
hueso (50). EI TNF-a también participa en la activacion de neutrdfilos, linfocitos T,
estimula la produccion de citocinas y co-estimula la produccion de anticuerpos (51). La
IL-6 fue identificada como un factor producido por los linfocitos T y al igual que la IL-1
contribuye al desarrollo de osteoporosis y destruccion articular en AR mediante la

proliferacion de los fibroblastos sinoviales y de la diferenciacion de los osteoclastos

Por ultimo, el proceso inflamatorio cronico implica diversos mecanismos
incluyendo la produccion de auto-anticuerpos, la activacion de linfocitos T y la secrecion
de factores solubles pro-inflamatorios y efectores como son IL-6, IL-10, TNF-a, entre
otros, (52).
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4.1.4. Manifestaciones Clinicas de la Artritis Reumatoide

En un caso tipico de artritis reumatoide se observa un desarrollo de signos y
sintomas de manera lenta que puede durar semanas o meses. A menudo, el paciente
nota primero rigidez en una o mas articulaciones, generalmente acompafiado de dolor al
moverse y de sensibilidad en la articulacibn como consecuencia de la inflamacion de las
articulaciones, tendones y bolsas sinoviales (53). El paciente suele sefialar rigidez matinal
temprana en las articulaciones, que dura mas de 1 h y que desaparece con la actividad
fisica (54).

Ademas, de modo caracteristico, en la AR las primeras articulaciones afectadas
son las pequefias de las manos y pies; principalmente las articulaciones interfalangicas
proximales (PIP) y metacarpofalangicas (MCP) de las manos, las mufecas y las
articulaciones pequefnas de los pies, incluidas las articulaciones metatarsofalangicas
(MTP), que comunmente posee una distribuciéon simétrica (54). De igual manera, los
hombros, codos, rodillas y tobillos también pueden verse afectados en muchos pacientes
(55).

Por otro lado, las manifestaciones avanzadas de la AR pueden interferir en el
funcionamiento fisico, la productividad laboral y la calidad de vida de los pacientes.
Cuando la enfermedad no ha sido tratada, la acumulacion de dafio articular llega al punto
de ser irreversible provocando discapacidad; el 80% de estos pacientes tendran
articulaciones desalineadas y el 40% no sera capaz de laborar en los 10 afios posteriores

al inicio de la enfermedad (47).

4.1.5. Signos y Sintomas Constitucionales

Los sintomas constitucionales pueden preceder el inicio de la AR e incluso pueden
significar un mayor riesgo en el curso de la enfermedad. Aqui se incluye, la pérdida de
peso, fiebre, fatiga profunda y malestar, debilidad muscular generalizada, bajo estado de
animo, depresion, rigidez matutina prolongada y, la forma mas extrema, caquexia

reumatoide (caracterizado principalmente por la pérdida de masa muscular esquelética,
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de fuerza y de rendimiento fisico). Estas caracteristicas son mas dificiles de definir y su

inclusion en las manifestaciones de la AR puede variar (56).

4.1.6. Manifestaciones Extraarticulares

Cuando los pacientes con AR no son tratados a tiempo pueden presentar
manifestaciones extra articulares, que por lo general obedecen a diferentes
antecedentes; tabaquismo, traumas fisicos, inicios de discapacidad fisica y positividad
para criterios seroldgicos como el factor reumatoide o anticuerpos contra proteinas anti-
citrulinadas (ACPA) (57,58). Asi, entre las manifestaciones extraarticulares mas
frecuentes se encuentran los ndédulos subcutaneos, vasculitis, sindrome de Sjogren
secundario, nédulos pulmonares, pericarditis y pleuritis, nefritis, glomerulonefritis y
anemia (59-61).

4.1.7. Criterios de Clasificacion y Diagnéstico de la Artritis Reumatoide

Los criterios actuales para el diagnéstico y la clasificacion de la Artritis reumatoide
se aplicaran a una determinada poblacion diana que debe tener las siguientes

caracteristicas:

Presentar al menos una articulacién con sinovitis aguda (al menos una articulacion
inflamada) y que dicha sinovitis no pueda ser explicada por el padecimiento de otra

enfermedad.

Tener una puntuacién mayor o igual a 6 en el sistema de puntuacion presentado
en el Anexo 3, que considera la distribucion de la afectacion articular, serologia del Factor
Reumatoide (FR) y/o ACPA, aumento de los reactantes de fase aguda y la duracion igual

0 superior a 6 semanas.
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4.1.8. Estrategias Terapéuticas

La artritis reumatoide actualmente no tiene cura, sin embargo, las manifestaciones
mas comunes son tratadas mediante el uso de farmacos dirigidos al control sintomatico
a corto plazo y el inicio simultaneo de una estrategia de farmacos antirreumaticos
modificadores de la enfermedad (FAME o DMARD por sus siglas en inglés) (62). Los
DMARD son una familia de medicamentos se define como un medicamento que interfiere
con los signos y sintomas de la AR, mejora la funcién fisica e inhibe la progresion del
dafio articular. Pueden, ademas, producir un alivio general de la sintomatologia, y son

utilizados como tratamiento para diversas enfermedades autoinmunes (29).

Debido a la gravedad en la sintomatologia presente en un paciente con AR
avanzada, el diagndstico temprano juega un papel importante para evitar el progreso
desmedido de la misma, por lo que es vital empezar con el control eficaz y consistente
de los sintomas. Esto es posible debido al desarrollo de tratamientos como los farmacos
antiinflamatorios no esteroideos, glucocorticoides y FAME, ya sean convencionales,
sintéticos dirigidos y/o biologicos (51,62). En este sentido, en 2010, el comité
internacional NICE (por sus siglas: The National Institute for Health and Care Excellence),
desarroll6 la estrategia Treat-to-Target (T2T) para tratar de manera eficaz a los pacientes.
Esta iniciativa consiste en tratar y adaptar la terapia, segun sea necesario, para obtener
una mejora en un indice de actividad de la enfermedad de al menos el 50% en 3 meses
y asi tener mas del 50% de probabilidad de alcanzar una baja actividad de la enfermedad

0 remision a los 6 meses (63) (ver figura 2)
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Estrategia estandar Estrategia alternativa

Estrategla estdndar  Estrategia alternativa Resultados y acciones posteriores

Figura 2. Algoritmo propuesto para alcanzar y mantener el objetivo de tratamiento en la artritis reumatoide.

Tomado de: Diagnosis and Management of Rheumatoid Arthritis: A Review (47).

4.1.9. Efectos Adversos Asociados al Uso de FAME o DMARD

El MTX es considerado como la piedra angular del tratamiento de la AR, ya sea
como tratamiento Unico, o en combinacion con otros DMARD, sin embargo, se ha
vinculado con la aparicién de efectos secundarios que se asocian con una tasa de
interrupcion del 16% (64). En ese sentido, el MTX requiere un control regular para
optimizar la dosificacion y evaluar sus efectos inmunosupresores y hepatotdxicos

mediante andlisis de sangre frecuentes.
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Los efectos secundarios con el uso de MTX dependen de las dosis, el modo de
aplicacién y la duracion del tratamiento. Los efectos secundarios comunes de MTX en
dosis bajas son anomalias hematolégicas (trombocitopenia y leucopenia), estomatitis,
problemas gastrointestinales (p. Ej., Anorexia, heces blandas, nduseas o malestar
estomacal), elevacion de las enzimas hepaticas o sintomas del sistema nervioso central
como fatiga o dolor de cabeza. Se ha reportado pocos casos de nefropatia e insuficiencia

renal en altas dosis (65).

Para el caso de otras terapias convencionales como Leflunomida, se ha observado
gue la tasa de interrupcion del tratamiento debido a efectos secundarios es similar que
con metotrexato (66). Dentro de estos se encuentran cambios en la funcion hepética
(pueden ser reversibles al reducir la dosis o con la suspension del medicamento), sin
embargo, la hepatoxicidad puede ser grave. Por otra parte, la Sulfasalazina puede
provocar efecto adversos en monoterapia o terapia combinada en los primeros meses de
tratamiento, dentro de estas se incluyen efectos indiosincrasicos (Relacionados con la
hipersensibilidad/inmunitarios) y relacionados con la dosis, que suelen ser frecuentes
bajo este tratamiento, especialmente los relacionados a problemas gastrointestinales,
sistema nervioso central, cutaneos y hematoldgicos (17). Por tanto, cuando se presenta
alguno de estos efectos es necesaria la suspension inmediata del farmaco y los pacientes

no deben ser expuestos al mismo farmaco de nuevo.

Por otro lado, en los farmacos biolégicos modificadores de la enfermedad se han
observado efectos adversos relacionados con infecciones graves. Los inhibidores de
TNF- a como el Infliximab (IFX), Adalimumab (ADA) y Certulizumab (CZP), se han
asociado a infecciones graves, riesgo de linfoma, infecciones latentes e insuficiencia
cardiaca, mientras que el Etanercep (ETN) tiene un perfil de toxicidad similar a IFX y ADA
(67,68). De igual manera para las terapias dirigidas a células B como el Rituximab se

reportaron infecciones, neutropenia y aparicion tardia y reacciones mucocutaneas (69).
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4.2. Escorpiones y Componentes de Veneno

4.2.1. Generalidades de los Escorpiones

Los escorpiones son animales pertenecientes al Filo Arthropoda, sub-filo
Chelicerata, clase Arachnida y orden Scorpiones (Brusca y Brusca, 2003). Actualmente
han sido descritas 22 familias y aproximadamente 1.500 especies distribuidas en todo el
mundo. En Colombia se encuentran cuatro familias, con un total de 55 especies:
Chactidae (3 géneros, 16 especies), Diplocentridae (un género, dos especies),
Liochelidae (antes Ischnuridae: un género, una especie) Buthidae (4 géneros, 36
especies) (72), siendo esta ultima, la familia con los venenos mas estudiados. En el pais
se encuentran con 4 géneros, para esta familia (Ananteris, Centruroides, Rhopalurus y
Tityus), de los cuales los generos Centruroides y Tityus son los de mayor importancia
médica. La familia Buthidae se caracteriza por su alto nUmero de especies, la potencia y
neurotoxicidad de un veneno compuesto por proteinas y péptidos, con efecto neurotoxico
en membranas excitables y en terminaciones pos ganglionares simpéticas y
parasimpaticas, causando alteraciones fisiolégicas que pueden ser letales en humanos y
mamiferos (73); y finalmente, su potencial farmacoldgico e importancia clinica exhibida

por numerosas especies altamente representativas de esta familia,

Tityus sp. es una especie no descrita que se encuentra en la ciudad de Popayan,
Colombia, perteneciente al género Tityus. Se caracteriza por tener hasta 65 mm de
longitud, coloracion negra, con algunos individuos rojizos, y un marcado dimorfismo

sexual con hembras de cuerpo mas robusto y machos de palpos robustos (34).

Estos animales poseen un plan corporal muy conservado, compuesto de un tronco
y una regién anterior o abdomen (73,74). La region anterior o abdomen esta conformada
por segmentos de quitina y sus ultimos segmentos dan lugar al metasoma, también
conocido como cola, que termina en el telson, zona donde se encuentran las glandulas

productoras de veneno y el aguijon que utilizan para inocularlo (74).
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4.2.2. Componentes de Veneno de Escorpion

El veneno escorpidnico esta compuesto por enzimas, nucleoétidos, lipidos, aminas
biogénicas, péptidos y polipéptidos, que han sido descritos como las principales causas
de la actividad neurotoxica causada por el envenenamiento escorpionico. Estos
compuestos varian en relacién con la especie de escorpion, cambios ambientales y

ubicacion geogréfica entre otras caracteristicas (75,76).

Es importante resaltar que la letalidad del veneno de escorpion radica en la
presencia de toxinas dirigidas a sitios especificos de la célula, como receptores proteicos
o canales ionicos, modificando asi el comportamiento de los mecanismos de seleccion
ionica imprescindibles para la fisiologia celular. Estas alteraciones se presentan debido a
gue las toxinas de escorpiones afectan la permeabilidad a iones de las celulas excitables;
sobre esto, se han descrito diversas familias de toxinas que interactuan con los canales
ionicos, entre las que se destacan: neurotoxinas moduladoras de canales de Nat,
neurotoxinas bloqueadoras de canales de K+, neurotoxinas para canales de CI- y

neurotoxinas para canales de Ca2+ (76).

4.2.3. Propiedades Farmacolégicas Relacionadas con Toxinas

Desde el siglo XVIlI, las toxinas animales se han considerado herramientas
importantes para la investigacion farmacolégica en la terapia clinica. La alta especificidad
y potencia de toxinas ha permitido el uso de toxinas como sondas moleculares para
descifrar funciones fisiolégicas y mecanismos de la enfermedad (77). De la misma forma,
diferentes componentes de veneno de escorpién se han descrito como candidatos
potenciales para el desarrollo de farmacos con actividad especifica, entre las que se
incluyen actividades antimicrobianas, antiviricas, antimalaria, inmunosupresoras y
anticancerigenas (25). Algunos medicamentos aprobados en las ultimas décadas se
basan en toxinas o sus compuestos, siendo opciones terapéuticas nuevas y eficientes
(78), (ver tabla 1).
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Tabla 1. Toxinas escorpionicas relacionadas al desarrollo de farmacos.

Toxina/sustancia Especie de origen Efecto Farmaco

Clorotixina Sintética Escorpion (Leiurus Glioma Estudios
guinquestriatus) Clinicos

Iberiotoxina Escorpion (Buthus Inhibidor de Estudios
tamulus) canales de K+  preclinicos

activados por

Ca+
Caribdotoxina Escorpion (Leiurus Bloquea Estudios
guinquestriatus) canales de K+  preclinicos

activados por

Ca+

Nota: Tomado y modificado de Galindez-C, 2018 (78)

Teniendo en cuenta el objetivo de esta investigacion, se dara énfasis en las

propiedades inmunomoduladoras relacionadas a venenos de escorpion.

4.2.4. Toxinas Inmunomoduladoras

Se ha demostrado que hay toxinas biolégicamente activos presentes en venenos
de escorpion que desempefian roles vitales en la respuesta inmune al desencadenar la
liberacion de mediadores de la respuesta anti y pro-inflamatoria (73), ademas de inducir

procesos de proliferacion, diferenciacién y secreciéon de citoquinas en linfocitos T (79).

Existen toxinas capaces de inducir un incremento en los niveles plasmaticos de
diversas citoquinas, como la IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y entre otras, producidos por las células
inmunitarias (80), ademas de evidenciar capacidad inmunomoduladora en las linfocitos
T, las cuales disminuyen la expresion de moléculas de activacion como CD69, CD25 y
HLA-DR y la capacidad de proliferacién (81); Tal es el caso de la toxina Ts1l y Ts6 del
veneno de Tityus serrulatus, que estimula la produccién de Oxido Nitico (NO), IL-6 y factor
de necrosis tumoral (TNF-a) en macrofagos, mientras que la toxina Ts2 inhibe la

produccion de NO, IL-6 y TNF-a, y estimula la produccién de IL-10, sugiriendo una
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actividad anti-inflamatoria para esta toxina (82). La toxina Cn5 de C. noxius aumenta los
niveles de citoquinas intermediarias en la diferenciacién de linfocitos T cooperadores (IL-
1, IL-6 e IL-12) y presenta efecto significativo en la secrecion de IL-2, factor de crecimiento
de linfocitos T, promoviendo mecanismos de diferenciacion, a través de la secrecion de

citoquinas especificas, sin alterar el proceso de proliferacion en linfocitos T(32).

Asimismo, se ha reportado que los venenos de escorpion y sus derivados
aumentan la secrecion de citoquinas intermediarias en la diferenciacion de linfocitos T
(CDA4+), como IL-12 en células mononucleares (83). La IL-12 es una citocina esencial en
el proceso de diferenciacion de linfocitos Thl, ya que promueve la secrecion de IFN-y por
parte de células NK 'y, a su vez, amplifica las sefiales que intervienen en la diferenciaciéon
del perfil Thl, por lo que son importantes en los procesos de proliferacion, activacion y
diferenciacion (84).

4.3. Canales idonicos

Los canales i6nicos (Cl), son estructuras proteicas presentes en la membrana de
todas las células animales, integrados por cadenas largas de residuos de aminoacidos,
gue en conjunto forman estructuras, cuya funcién es permitir el libre paso a moléculas de
tamafio y carga adecuadas a través de la membrana celular (85). De esta manera, la
importancia fisiolégica de los canales ionicos recae en la regulacion de diversos
procesos. Los canales ionicos cumplen numerosas funciones, tales como traduccion de
sefales, propagacion de la sefial eléctrica, homeostasis idnica, regulacion del volumen
celular, diferenciacién y proliferacién celular, apoptosis y transporte trans-epitelial (85—
87).

Los Cl poseen caracteristicas particulares que los hacen altamente
especializados, como la velocidad para transportar iones, las proteinas que conforman la
estructura del canal se abren o cierran para permitir o impedir el flujo de iones en ambos
sentidos, elevada selectividad hacia algun tipo de ion en especifico dada su carga

eléctrica y su tamafio (88). Este Ultima caracteristica, hace que sélo se permita el paso
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de particulas inorganicas, de esta manera, existen Cl para Sodio (Na+), Potasio (K+),
Cloro (ClI-) y Calcio (Ca2+) (85,87,88).

Se ha evidenciado que la actividad inmunomoduladora de los venenos de
escorpién, se asocia principalmente por su accion sobre canales i6nicos presentes en las
células inmunes, entre estos, en relacion con enfermedades autoinmunes, se resalta el
papel de la modulacion de los canales ionicos para Potasio, tal como se describe a

continuacion.

4.3.1. Canales lonicos para Potasio dependientes de voltaje

Los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) son parte de una familia de
proteinas de membranas diversa y ubicuas, codificadas por mas de 75 genes diferentes.
La familia Kv se encuentra subdividida en 12 grupos catalogados desde Kv1 hasta Kv12,
implicados en la regulacion del potencial de membrana al controlar la tasa de salida de
potasio de la célula, por lo que modulan un gran nimero de procesos celulares, tales
como el funcionamiento de tejidos excitables; regulacion de la duracion y frecuencia de
los potenciales de accion que permiten el flujo de K+ que repolariza la membrana de la
célula; regulacion de la respuesta inmune, el volumen celular, la secrecion de hormonas
y otros procesos relevantes para la homeostasis del cuerpo (89). Sumado a esto la familia
Kv juega un papel importante en una gran variedad de funciones fisioldgicas como el

crecimiento celular, la regulacién del crecimiento celular y la activacion de células T (90).

Dentro de las familias de Kv, los Kv1 son los de mayor abundancia en las células
inmunes tales como los linfocitos, En este sentido, teniendo en cuenta que la activacion
y proliferacion de las células T depende de un flujo entrante y equilibrado de calcio para
una eficiente sefializaciéon de transduccion y transcripciéon de genes, el canal Kv1.3
contribuye con el control de la sefializacion al proveer una fuerza eléctrica impulsora para
la entrada de Ca?* (Santoyo-Sanchez, et al., 2016). Los canales relevantes en la
activacion de los linfocitos T son Kv1.3, KCa3.1, Orail+ molécula de interaccion estromal
1 (STIM1), canal de Ca?* que activa la liberaciéon de Ca?* (CRAC), TRPM7 e hinchazén

de CI, los cuales comprenden una red que realiza funciones vitales para la homeostasis
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celular en curso y para la activacion de las células T, ofreciendo posibles objetivos para

la inmunomodulacién (91).

4.3.2. Canal Kv.1.3 en Linfocitos Humanos

Comes y colaboradores en el 2013 describieron a Kv1.3, como uno de los
subgrupos que pertenece a la familia Kv1 de los canales de potasio, que participa en la
diferenciacion de tejidos y en el crecimiento celular, asi como en la sefalizacion de las
células T efectoras de memoria en humanos, ademas, presenta una alta tasa deexpresion
en linfocitos, higado, musculo esquelético, testiculos y osteoclastos. Este canalpresenta
una tasa elevada de expresién en los linfocitos(93).

Los autores explican que, durante la proliferacion de linfocitos, la accién
combinada de Kv1.3 y KCal proporciona suficiente hiperpolarizacién para permitir la
entrada de Ca?* necesaria para la proliferacién. EI cambio negativo resultante en el
potencial de membrana genera la fuerza impulsora necesaria para la entrada de Ca ?* a
través de los canales de Ca 2* (CRAC) desde el espacio extracelular y su liberaciéon de
los depdsitos internos(92,94). Por lo tanto, mientras que la tasa de proliferacion celular
es Optima dentro de una ventana de volumen celular y parece estar controlada por puntos
de control de tamafio celular alto y bajo, los cambios en el potencial de membrana y el
volumen celular son necesarios para la progresion del ciclo celular, los cuales requieren

la accidn de los canales de K + (92,95).

Por su parte, se ha demostrado que Kv1.3 cumple una funcién importante durante
la activacion de los linfocitos T (92,96) asociada a un aumento en la conductancia de K +
regulada por voltaje, ademas que, una inhibicién selectiva de los canales Kv1.3 previene

la activacién celular y se ha demostrado que exhibe efectos inmunosupresores.
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La actividad del canal es controlada de una manera compleja por cambios en el
potencial de membrana y por procesos de fosforilacion de treonina, serina y tirosina
(Santoyo-Sanchez, et al., 2016). La serotonina y la insulina pueden regular a la baja la
actividad del canal Kv1.3. Por ello, el canal Kv1.3 tiene una relacién estrecha con el
desarrollo enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide, la diabetes mellitus de

tipo | e hipersensibilidad de tipo retardado (97).

Los canales Kv1.3 se activan mediante el proceso de despolarizacion de la
membrana y su accion causa una hiperpolarizacion de ésta haciendo que la incorporacion
de Ca?* sea mas fuerte desde el espacio extracelular a través de CRAC. Este canal no
es el Unico que actua en la sinapsis inmunoldgica, sin embargo su bloqueo puede causar
la inactivacion de los linfocitos T, por lo que resulta ser un blanco de bastante interés

farmacoldgico (99).

4.3.3. Uso de Toxinas Escorpionicos parala Modulacién de la Respuesta Inmune

El atractivo por Kv1.3 como blanco terapéutico se debe a la busqueda y desarrollo
de bloqueadores de Kv1.3 que suprimen la activacion de las células CCR7-Tem, cOMo
consecuencia de una estimulacion antigena durante el desarrollo de la enfermedad(35).
CCR7 y sus ligandos, CCL19y CCL21, son responsables de dirigir la migracion de células
T y células dendriticas hacia los ganglios linfaticos, donde estas células juegan un papel
importante en el inicio de la respuesta inmune. CCR7 es un requisito previo para que las
células inmunitarias se alojen en los 6rganos linfoides secundarios. Ademas, se ha
acumulado evidencia en los ultimos afios que indica que la sefalizacion mediada por
CCRY7 influye en numerosas funciones(98). En las células T, CCR7 es responsable de
una variedad de eventos de proactivacion, como la velocidad migratoria o el factor
coestimulador en el cebado de los subtipos de células T(98,99). Por lo tanto, el canal
Kv1.3 muestra una mayor especificidad a este tipo de célula.

La toxina HsTX1, del escorpion Heterometrus spinnifer, es un potente bloqueador de los
canales Kv1.3 (100). En ese sentido, Rashiy y colaboradores en el 2014, desarrollaron

un analogo sintético de la HstX1, llamado R14A, el cual exhibié una selectividad 2,000
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veces mayor para el canal Kv1.3, expresado altamente en ciertos linfocitos T reguladores
, relacionados con el desarrollo de patologias autoinmunes (35). Ademas, se demostro
gue R14A puede ser sistémicamente administrable a través de las vias de la mucosa
bucal y pulmonar, lo que hace que este péptido sea atractivo en un entorno clinico debido
a que demostro ser eficaz en la reduccion de la proliferacion de linfocitos T efectores de
memoria, tanto en ratas como en células humanas, y poseer capacidad para limitar la

inflamacioén en un modelo animal de autoinmunidad (102,103)

El bloqueo selectivo del canal de postasio Kv1.3, se ha considerado como un estandar
de referencia para el desarrollo de terapias potenciales en el tratamiento de patologias
asociadas a la autoinmunidad, teniendo en cuenta que Kv1.3 regula el flujo de iones
potasio y activa rutas de sefializacion en diversos tipos celulares, incluyendo los linfocitos
T; estos ultimos, son elementos clave en el desarrollo de la artritis reumatoide, ya que

inducen la sintesis de citocinas proinflamatorias en tejidos afectados (35,101).
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5. ANTECEDENTES

Los linfocitos infiltrantes del tejido sinovial de los pacientes con AR tienen alta expresion
de canales dependiente de potasio y de acuerdo con los abordajes terapéuticos para la
enfermedad, estos pueden ser un blanco de tratamiento. En este sentido, se han
realizado trabajos dirigidos a evaluar el efecto del veneno de escorpiones sobre modelos

in vivo e in vitro de AR.

Hashemlou y colaboradores en el 2009, demostraron que el veneno del escorpion
Mesobuthus eupeus podria ser eficaz como agente anti-artritis en el modelo animal de
inflamacion aguda, mediante un estudio in vivo realizado en veinticinco ratas Wistar
macho divididos en 5 grupos, a los cuales se les indujo artritis con adyuvante de Freund,
excepto en el grupo 1, el grupo 2 después de la induccion de la artritis no se administro
ningun tratamiento, el grupo 3 recibié betametasona como medicamento antiinflamatorio,
en el grupo 4 como tratamiento (5 pg/rata) y el grupo 5 recibié veneno bruto (10 pg/rata)
como tratamiento. Después del tratamiento de las ratas, los cambios en el tamafio de la
region de la articulacion tibio-tarsiana en los grupos 4 y 5 que recibieron veneno de
escorpién crudo y el grupo 3 con tratamiento con betametasona después del desarrollo

de artritis disminuyeron en comparacion con aquellas no tratadas.

Al final del experimento, se llevo a cabo la recoleccion de sangre para el conteo
de glébulos blancos; las ratas no tratadas y las ratas tratadas con Betametasona tuvieron
un aumento significativo en el recuento de glébulos blancos, sin embargo, en las ratas
tratadas con veneno, el aumento de glébulos blancos no fue significativo. En condiciones
de artritis, hay un aumento leve a moderado en el recuento de glébulos blancos debido a
la liberacion de la respuesta inflamatoria IL-IB. La IL-IB aumenta la produccion del factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos(107). En este estudio, la migracion
de leucocitos al area inflamada es suprimida por el veneno de escorpiéon crudo como se

ve por la disminucion en el recuento total de glébulos blancos (108).

Morales Duque en el 2013 investig6 y acuiid nuevas toxinas para canales idnicos
de K+ (KTxs) encontradas en el escorpién colombiano Tityus sp. mediante dos

estrategias: la transcriptomica y la protedmica. Su metodologia se baso en la
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construccion de una libreria de ADNc de la glandula de veneno de escorpion y, a partir
del veneno, se caracterizaron KTxs mediante cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF vy técnica tipo ESI. Los péptidos
aislados se ensayaron con la técnica electrofisiolégica de pinzamiento de parche (célula
entera). De esta manera, sus resultados arrojaron cuatro precursores probables de KTx:
tres subfamilias similares a a-KTx15, una a-KTx12 y una a-KTx18. Ademas, se
secuenciaron cuatro KTx similares a veneno de escorpién con masas moleculares de
2430, 3590, 3640 y 4171 Da, revelando asi una estrategia molecular variada para la

produccion de compuestos neuroactivos (34).

Toldi y colaboradores en el afio 2013 determinaron los efectos de la inhibicion de
los canales de potasio Kv1.3 e IKCal sobre la entrada de calcio de los linfocitos T
periféricos humanos en la AR. En el estudio, evaluaron la cinética de entrada de calcio
después de la activacion en células CD4, Thl, Th2 y CD8 por citometria de flujo mediante
muestras de sangre periférica de 10 individuos sanos y 9 pacientes con artritis reumatoide
(AR) recientemente diagnosticada que no recibieron tratamiento antirreumatico,
evaluando el calcio en la cinética de flujo después de la activacion. Aqui, el pico de
entrada de calcio en linfocitos aislados de pacientes con AR se alcanza mas rapidamente,
lo que indica que responden mas rapidamente a la estimulacion en comparacién con los
controles. En individuos sanos, la inhibicion del canal IKCal disminuyo la entrada de

calcio en las células Th2 y CD4 en menor medida que en las células Thly CDS8.

El estudio concluye en que la inhibicion especifica del canal Kv1.3 actua
diferencialmente sobre la cinética de entrada de calcio en los principales subgrupos de
linfocitos de sangre periférica de pacientes con AR. Th2y, en particular, las células CD8
se inhibieron de forma mas dominante que las células Thl y CD4. Una razén para la
especificidad limitada de la inhibicion de Kv1.3 en los linfocitos periféricos podria ser la
distribucion diferencial de las células T autorreactivas asociadas a la enfermedad en

pacientes con AR en el liquido sinovial y la circulacién (109).

Casella Martins y colaboradores en el 2015 evaluaron si el veneno del escorpién
Tityus serrulatus afectaba la expresion de marcadores fenotipicos (CD3, CD4 y CD8) y

de activacién (CD69, CD25y HLA-DR), la proliferacion celular y la produccién de citocinas
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en células mononucleares de sangre periférica (CMSP), teniendo en cuenta que el
veneno de este escorpidn contiene varias toxinas capaces de actuar sobre los canales
de K + de la membrana. Para ello, se aislaron las CMSP de la sangre venosa de 20
voluntarios adultos sanos (7 hombres y 13 mujeres, de 20 a 40 afios) mediante el método
de centrifugacion de densidad discontinua. Las células se cultivaron en medio completo
RPMI con 2 pg/mL de fitohemaglutinina (PHA) y/o TsV a concentraciones de 25, 50 y 100
pug/mL. Ademas, se evaluod la citotoxicidad del veneno mediante el método MTT descrito
por Mosmann vy, finalmente, se realiz6 la inmunofenotipificacion de subconjuntos de
linfocitos, marcadores de activacion y la cuantificacion de citoquinas mediante citometria
de flujo laminar. Los autores afirmaron que el veneno de Ts inhibié la proliferacion de
linfocitos estimulada por fitohemaglutinina, particularmente en el subconjunto de linfocitos
T CD8* CD25", ademas, TsV provoco la produccién y liberacion de IL-6, una citoquina
proinflamatoria que juega un papel importante en las respuestas inmunitarias innatas y
adaptativas, concluyendo asi que TsV posee un gran potencial molecular con accion

inmunomoduladora sobre los linfocitos T humanos(81).

Por otro lado, Tanner y colaboradores en el 2018 determinaron que la iberiotoxina
(IbTX), del escorpion Buthus tamulus redujo significativamente la gravedad de la AR en
modelos animales, sin inducir efectos secundarios importantes. En este estudio se
utilizaron ensayos funcionales y de abrazadera de parche para determinar si IbTX podria
regular los fibroblastos (FLS) a través de la orientacion de KCal.l y se probo la eficacia
de IbTX para mejorar la enfermedad en dos modelos de ratas con AR, analizando si
podria causar efectos secundarios que incluyen incontinencia o temblores en ratas, en
comparacioén con las tratadas con paxillina, un bloqueador de molécula pequefia KCal.1.
El estudio arrojé que IbTX redujo significativamente la gravedad de la enfermedad en dos
modelos de ratas con AR. A diferencia de la paxillina, IbTX no indujo temblores ni
incontinencia en ratas. En general, IbTX inhibié los canales KCal.1 en FLS vy tratd
modelos de AR en ratas sin inducir efectos secundarios asociados con el bloqueo
inespecifico de KCal.1 y podria convertirse en una base estable para el desarrollo de un

nuevo tratamiento para la AR (110).
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Asi mismo, en el 2019, Tanner y colaboradores, investigaron los roles de KCal.1
y Kv1.3 en la regulacién de las interacciones entre las células tipo fibroblastos sinoviales
(FLS) y células T de memoria (TEM) determinaron si las terapias combinadas de
bloqueadores selectivos de KCal.1y Kv1.3 son mas eficaces que las monoterapias para
mejorar la enfermedad en modelos de rata de RA. Se realizaron ensayos funcionales in
vitro para evaluar los efectos de los inhibidores selectivos de los canales KCal.1ly Kv1.3
en las interacciones de FLS aislado de ratas con artritis inducida por colageno (CIA) con
células TEM singénicas y, mediante citometria de flujo se determinaron los efectos de los
bloqueadores de KCal.l en la expresidn de proteinas utilizadas para la presentacion de

antigenos en CIA-FLS.

Mediante los modelos de artritis inducida por pristano y CIA se determind la
eficacia de las terapias combinadas de bloqueadores KCal.1 y Kv1.3 para reducir la
gravedad de la enfermedad en comparacion con las monoterapias. El estudio muestra
gue las interacciones de FLS de ratas con CIA y de células TEM de rata estan reguladas
por KCal.1ly Kv1.3. La inhibicién de KCal.1 en fibroblastos reduce la capacidad de FLS
para estimular la proliferacién y migracién de células TEM, y la inhibicién de Kv1.3 en
células TEM reduce la capacidad de las células TEM para mejorar la expresion de FLS
de KCal.ly la proteina de clase Il del complejo principal de histocompatibilidad, asi como

como estimula su invasion (111).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Tipo de Estudio

Se realiz6 un estudio experimental, analitico, tipo caso-control.

6.2. Actividades Objetivo 1

6.2.1. Colectay Manteamiento de Escorpiones

Se realizo recoleccion de aproximadamente 50 escorpiones de la especie Tityus
sp en el sector histérico Arcada de la herreria de la ciudad de Popayan, en 5 salidas de
colecta. Una vez colectados, fueron ingresados al Centro de Investigaciones Biomédicas
de la Universidad del Cauca (CIBUC), donde se mantuvieron en terrarios de plastico con
sustrato de piedra e hidratacion y se alimentaron cada 15 dias con insectos. Se cumplié
con el decreto 1376 del 2013 para la colecta cientifica de animales de la biodiversidad
colombiana, amparados en el permiso de Colecta de la Universidad del Cauca y el Aval
de ético docente ID-4783 (Anexo 1).

6.2.2. Extraccién del Veneno

El veneno fue extraido por electroestimulacion del dltimo segmento metasomal
(Telson) de cada especimen, mediante el estimulador (Lafayette instruments) a corriente
directa de 30 V. Ubicando de dos a tres segmentos finales cercanos al telson se
prorpocionaron 3 impulsos electricos de manera continua a cada escorpion; las gotas de

veneno generadas se colectaron en un tubo de 1.5mL (Eppendorf, USA).
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Figura 3. Extraccion por electroestimulacién en el Ultimo segmento metasomal del escorpidn Tityus sp.

Con el fin de conservar el veneno, se realizo liofilizacion, la cual se llevd a cabo en
el equipo liofilizador (FreeZone 2.5 - LABCONCO, USA), con el fin de poder almacenar
el veneno mayor periodo de tiempo sin que se comprometieran sus propiedades

bioldgicas. Una vez liofilizado se almacen6 a -70°C hasta su uso.

6.2.3. Cuantificacion y Dilucion del Veneno

6.2.3.1. Preparacién del Veneno. Se agreg6é 200uL de PBS 1X
(Gibco/Invitrogen Van Allen Way Carlsbad, CA, USA) a cada tubo de veneno liofilizado
para diluirlo, luego se llevo al vortex (heidolph, USA) hasta que se disolvié
completamente. Posteriormente, se trasladaron todos los volimenes de veneno disuelto
a un tubo (Falcon BD Franklin Lakes, NJ USA) de 15 ml estéril.
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6.2.3.2. Cuantificacién de proteinas. Para cuantificar la concentracion del
veneno diluido se realizo lectura a 280/260nm de un volumen de 2 uL del veneno total,
por duplicado, en un equipo espectrofotbmetro de microplaca (Multiskan SkyHigh
Photometer - Thermo Fisher Scientific), utilizando como patrén de calibracion una curva
de albumina de suero bovino (BSA) (Gibco/Invitrogen Van Allen Way Carlsbad, CA, USA).
Para la obtencion de la curva se realizaron diluciones seriadas de BSA con PBS 1X en
las siguientes concentraciones: 10mg/ml, 5mg/ml, 2,5mg/ml, 1,25mg/ml, 0,625mg/ml,
0,3125mg/ml.

Una vez obtenidos los valores de las absorbancias para el veneno y para cada
concentracion de BSA, se aplicé la siguiente férmula para el calculo de la concentracién

de proteinas:

Prot [%] — ((1.55)(valor de A280)) — (0,75)(valor de A260)

Posteriormente, con los valores de la concentracion de proteinas obtenidas de las
diferentes concentraciones de BSA y del veneno se trazd la curva de calibracién de
Pearson, de la cual se obtuvo la ecuacion y=mx+b, para obtener los valores de R? de
cada muestra. Una vez obtenida el valor de proteinas del veneno, se realizaron 12
alicuotas de 100uL de la concentracion obtenida en tubos de 1,5 mL (Eppendorf) y se

almacenaron a -70°C hasta su uso.

6.2.4. Preparacion de las concentraciones de veneno

Para el desarrollo de la prueba de citotoxicidad por el método de resazurina se
prepararon 10 concentraciones de veneno Tityus sp mediante el procedimiento de
dilucién seriada a partir de 2000 ug/mL hasta llegar a la concentracion de 7.8 ug/mL
(Figura 4). Esta concentracion inicial fue escogida con base en el antecedente publicado

por Cassella-Martins y colaboradores en 2015 con veneno de T. serrulatus (81).
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Figura 4. Esquema gréfico de la dilucion seriada realizada para la obtencion de las 10 concentraciones de

veneno tityus sp.

6.2.5. Obtencidon de las muestras de sangre para determinar concentraciones

subletales del veneno Tityus sp.

Para determinar las concentraciones subletales del veneno Tityus sp en células
mononucleares de sangre periférica humanas mediante la prueba de citotoxicidad, se
utilizé sangre periférica de 2 donantes sanas, de género femenino, mayores de edad,
guienes firmaron consentimiento informado (Anexo 2). Como criterios de inclusiéon se
solicitd no presentar sintomatologia referente alguna enfermedad aguda o crénica, no
ingerir medicamentos inmunospresores o antiinflamatorios, ni estar en estado de
embarazo. Las muestras de sangre fueron obtenidas en tubos vacutainer con heparina
mediante venopuncion directa por personal capacitado y en condiciones de asepsia,
mediante el sistema Venoject (Termo Europe N.V Eschborn Germany) utilizando agujas
multiples y tubos Vacutainer ® (tubos vacutainer tapa verde BD Franklin Lakes, NJ USA).

6.2.6. Aislamiento de Células Mononucleares de Sangre Periférica (CMSP).

La sangre obtenida fue diluida en relacién 1:1 con PBS 1X en un tubo Falcon de 15mL
(Falcon BD Franklin Lakes, NJ USA), luego se deposité suavemente por las paredes de
un tubo Falcon 50mL en presencia de Ficoll-Hypaque (Hystopaque®-1077; Sigma
Aldrich, USA) en relacion 1:3 con el volumen de sangre. Seguido, se centrifugaron los

tubos por 30 minutos a temperatura de ambiente y a 2250rpm en centrifuga refrigerada

31



(LABNET Woodbridge, NJ, USA). Posteriormente se aisl6 la capa de células
mononucleares utilizando una pipeta Pasteur en un tubo Falcon de 15mL (Fisher
Scientific, Pittsburg, PA, USA). Se realizaron dos lavados con 10mL de PBS 1x y se
centrifugdé por 10 minutos, a temperatura ambiente y 1750rpm. Seguido, se realiz6 un
lavado adicional con 10mL de medio RPMI 1640 simple (BioWhittaker, USA), se
centrifugdé a 1750rpm durante 5 min a temperatura de 10°C en la centrifuga (LABNET
Woodbridge, NJ, USA). Por ultimo, se re-suspendié el pellet de células en 3mL de medio
RPMI 1640 (GIBCO, USA), suplementado con 10% de suero bovino fetal (GIBCO, USA)
y 1% de Penicilina/Streptomicina (BioWhittaker, USA). Este protocolo se utilizé para todas
las actividades estudiadas, prueba de citotoxicidad (numeral 6.2.7.1), prueba de

proliferacion y activacion (numeral 6.3.2).

6.2.7. Conteo de Células Mononucleares.

Una vez aisladas las células se procedio a realizar el conteo de células viables por
medio de la tincién con azul de Tripano (Sigma Immunochemicals, St. Louis, MO, USA).
Brevemente, se tomé 90ul de azul de tripano al 0.4% en agua destilada y 10 pl de la
suspension celular anteriormente obtenida, en una proporcion de 1:10. Se transfirié 10l
de la mezcla al hematocitometro (Fisher Scientific) y en el microscopio de luz (Nikon
Eclipse E 200 Melville, NY, USA), se realizo el conteo por cuadrantes. Para el célculo del

namero de células por mililitro se utilizo la siguiente formula:
conteo de mononucleares X 10% x 101
4

Células por mL =

10% = Factor de conversion del volumen a 1mL

10! = Factor de dilucion de la muestra

Asi como también, el porcentaje de viabilidad celular se estableci6 mediante
la siguiente formula:

. numero de células vivas
Vabilidad celular = — - — X 100%
Numero total de células adquiridas
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6.2.8. Ensayo de Citotoxicidad del Veneno de Tityus sp por Método de Resazurina

(Alamar Blue).

Para cuantificar el efecto citotéxico del veneno de Tityus sp se utilizo la prueba
fluorométrica de resazurina. A saber, se sembraron un total de 6x10° células en placas
de 96 pozos, fondo plano, a una concentracion de 150.000/200uL de medio RPMI 1640
completo (Biowhitaker East Rutherford, NJ, USA), suplementado con 10% de suero
bovino fetal (GIBCO, USA), 1% de Penicilina/Streptomicina, 25mM de L-glutamina
(Biowhittaker, USA). Posteriormente las células fueron estimuladas con 2.5 pg/mL de
Fitohemaglutinina (PHA) (Sigma-Aldrich, USA) y tratadas con cada una de las
concentraciones de veneno Tityus sp: 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,2, 15,6, 7,8 y
3,9 pg/mL. Como control negativo se utilizé células sin tratamiento, como control positivo
se trataron células con Triton 1X (Sigma-Aldrich, USA), y como control del background

se utilizé medio completo. cada variable se evalud por triplicado.

Posteriormente, se incubo6 durante 72 h a 37°C con 5% de CO2y 98% de humedad
(Revco habitat modelo Rco 3500 Thermo Fisher Scientific Inc. Barrington. IL. USA).
Después de 56 h de cultivo se agregd 22uL de resazurina marca AlmarBlue (Invitrogen,
USA) al 10% v/v, a cada pozo, y se incub6 durante 16 h mas, dado que se tuvo un cambio
de coloracion a rosado fluorescente (indicador de actividad metabdlica) después de 16
hras de adicionado el Alamar Blue. Finalmente, al cumplir 72 h de cultivo se midio la
absorbancia a 570nm y 630 nm en espectrofotometro de microplaca. Con los valores de
las absorbancias, se calcul6 la diferencia en porcentaje de reduccion de resazurina con

la siguiente férmula:

Porcetaje de la dif erencia entre células tratadas y control
— (fOz X A1) — (01 X A2)
(O—=<P)=0xP)

2 1 12

x 100

Donde:
01 = coeficiente de extincion molar (E)de alamar Blue a 570nm

02 = E de la oxidaciéon de alamarBlue a 600nm
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Al = absorbancia de los pozos de prueba a 570nm

A2 = absorbancia de los pozos de prueba a 630nm

P1 = absorbancia de los pozos control positivo (CMSP mas AlamarBlue sin
veneno de escorpidn Tityus sp) a 570nm

P2 = absorbancia de los pozos control positivo (CMSP mas AlamarBlue sin veneno

de escorpién Tityus sp) a 630nm

La determinacion de la concentracién minima inhibitoria (ICso) se establecié como
la concentracion en la que la viabilidad celular se reduce en un 50% y se calcul6 utilizando

el software GraphPad Prism 8.

6.2.9. Establecimiento de las concentraciones subletales del veneno Tityus sp.

A partir del valor de la ICso (840.3 pg/mL) se tomaron tres concentraciones
subletales que correspondieron el 30, 15y 7,5% del valor de la ICso; 252, 126 y 63 pug/mL
respectivamente. Dado que el estudio pretendié determinar el efecto inmunomodulador
del veneno de Tityus sp sobre CMSP de pacientes con diagnéstico de AR y sanas, se
tuvo en cuenta que la exposicion a las 3 concentraciones de veneno fuera mediante
concentraciones subletales; considerando su porcentaje de viabilidad mayor al 90% para
CMSP, de tal manera que se pudiera garantizar la integridad celular en las 72 horas de

cultivo y poder ser estudiadas.

6.3. Actividades Objetivo 2

6.3.1. Captacién de Pacientes con Artritis Reumatoide

Se captaron 10 pacientes femeninas mayores de edad con diagndstico confirmado
de AR, atendidos por la consulta de la médica Reumatéloga Ana Isabel Ospina. Las
pacientes fueron contactadas y entrevistadas por uno de los investigadores, quién se

encargo de explicar los objetivos del estudio. Si las pacientes cumplian con los criterios
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de inclusion y exclusion (numeral 6.3.3.1) y aceptaban participar del estudio, se les

solicitaba firmar el consentimiento informado (anexo 2).

Posteriormente se procedi6 a la toma de muestra de sangre venosa periférica que
no superd los 10 mL para el desarrollo de las actividades descritas para el objetivo 2.
Adicionalmente, se diligenci6 una encuesta para la obtencibn de informacién
sociodemogréfica y clinica (Anexo 3). Finalmente, se captaron 10 mujeres sanas que

fueron apareadas por edad por cada paciente con diagnéstico de AR.

6.3.1.1.  Criterios de Inclusién y de Exclusion. Se considerd pacientes con
diagndstico reciente de AR confirmado segun los criterios clasificatorios de la
ACR/EULAR 2010 (del inglés, American College of Rheumatology-ACR and the
European League Against Rheumatism -EULAR) (112,113), que consisten en: pacientes
gue presenten signos y sintomas de inflamacion articular reciente (seis 0 mas semanas),
en al menos una articulacion, que no pudiese explicarse mejor por otra etiologia (trauma,
osteoartritis); positividad para criterios seroldgicos como cuantificacion de factor
reumatoide o anticuerpos anti-péptidos citrulinados y criterios de reactantes de fase
aguda como cuantificacion de la proteina C reactiva y velocidad de sedimentacion
globular (VSG).

Por otro lado, los criterios de exclusion contemplan haber ingerido algun
medicamento antiinflamatorio no esteroideos (AINES) y/o medicamentos modificadores
de la enfermedad (FAME) durante los ultimos 4 meses (para las que ya tenian diagnostico
confirmado) y haber recibido alguna vacuna (vacuna contra SARS-CoV-2,

principalmente) por al menos 2 semanas antes de la toma de la muestra sanguinea.

6.3.1.2. Criterios de Inclusion para Controles. Se incluyeron 10 mujeres
mayores de edad que no presentaban signos y sintomas referente alguna enfermedad
aguda o crénica y que no estuviera tomando medicamentos inmunospresores, anti-
inflamatorios, 0 que estuvieran en estado de embarazo. Todas las mujeres estuvieron de

acuerdo en participar en el estudio y todas firmaron el consentimiento informado.
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6.3.2. Pruebas para Evaluar la Capacidad Inmunomoduladora del Veneno de Tityus

Sp

Después de determinar las concentraciones de trabajo del veneno de Tityus sp
como 252, 126 y 63 pg/mL, las cuales son consideradas como concentraciones
subletales del veneno para CMSP. Se prosigui6 a evaluar su capacidad
inmunomodulador en cuanto a la proliferacion y activacion en linfocitos T CD4+y T CD8+
y a la produccion de citoquinas en CMSP de personas con diagnéstico de AR y controles

sanos.

6.3.2.1. Prueba de Proliferacién Celular. El uso de 5(6)-éster succinimidil
diacetato de carboxifluoresceina (CFSE) en combinacion con los anticuerpos
monoclonales anti- CD3-PE, Anti- CD4-APC y Anti-CD8-PECy7 (Biolegend, USA), hacia
marcadores fenotipicos y de activacion permitié la determinaciéon de la proliferacion
celular y el estado de activacion y la discriminacion de subpoblaciones celulares, que

fueron evidenciadas por medio de citometria de flujo.

6.3.2.2. Tincién con 5(6)-ester Succinimidil Diacetato de
Carboxyfluoresceina (CFSE). Las células mononucleares obtenidas de 10 pacientes
con diagnostico de AR y pacientes sanos, previamente aisladas de sangre total fueron
marcadas con CFSE. Esta solucién de tinciébn consta de una molécula que se une de
manera espontanea e irreversible a las proteinas intracelulares y de membrana por su
reaccion con los residuos de las cadenas de lisina y grupos amino, formando enlaces
covalentes. Cuando la célula se divide, el CFSE es distribuido de manera homogénea
entre las células hijas, por lo tanto, la mitad de la intensidad de fluorescencia se distribuira
en cada division sucesiva de la célula, permitiendo cuantificar la proliferacion celular. Este
proceso se determind mediante citometria de flujo en el canal FL1.

Siendo asi, se procedio a realizar la marcacion de las CMSP con CFSE (Molecular
Probes/invitrogen Van Allen Way Carlsbad, CA, USA), usando el protocolo modificado de
Lyons en 2000 (114). Se separaron 5x10° células en un tubo de 15mL (Falcon BD Franklin
Lakes, NJ USA) y se inici6 el proceso de lavado con 5mL de PBS 1X (Gibco/Invitrogen
Van Allen Way Carlsbad, CA, USA), se re-suspendieron las células y se procedié a

centrifugar a 1750rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente en la centrifuga
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refrigerada LABNET (Woodbridge, NJ, USA). Se realiz6 un segundo lavado con las
mismas especificaciones. Luego las células fueron re-suspendidas en 5mL de PBS 1X,
volumen necesario para mantener la relacién 1:1 procurando que en 1mL de PBS haya
1 millén de células. Después de resuspender bien las células en el PBS, se tifieron con
3,1uL de CFSE a concentracion de 0,062 uM y se dejaron incubando durante 15 minutos
a 37°C en incubadora (LABNET Woodbridge, NJ, USA).

Pasado el tiempo de incubacién, se centrifugé el tubo durante 5 minutos a
temperatura de ambiente (LABNET Woodbridge, NJ, USA). Se descarto el sobrenadante
y se realizaron 2 lavados; en el primero con 10 mL de PBS1X, se resuspendieron las
células y se centrifug6 el tubo a 1750 rpm durante 5 minutos a temperatura de ambiente
y se descart6 el sobrenadante; En el segundo lavado se afiadié medio RPMI completo y
se repitié el proceso de centrifugacion. Luego de descartar el sobrenadante se agrego
10mL de medio RPMI al tubo y se dejé encubar durante 30 minutos a temperatura de 37°.
Finalmente, las células fueron resuspendidas en 1mL de medio RPMI completo y serealizé

el conteo de viabilidad celular para constatar el nUmero de células necesarias paracultivo.

6.3.3. Estimulacion Policlonal de Células Mononucleares y Evaluacion del Efecto

del Venenos.

Las células previamente marcadas con CFSE y no marcadas (para prueba de
activacion) fueron cultivadas en platos de 96 pozos en fondo en U (Fisher Scientific) a
una concentraciéon de 150.000/200ul de medio RPMI 1640 (Biowhitaker) suplementado
con 10% de suero Bovino Fetal y 1% de Penicilina/Estreptomicina). Posteriormente
fueron estimuladas con Fitohemaglutinina (PHA) (Sigma-Aldrich, USA) a concentracién
de 2.5 pg/ml, con la presencia y/o ausencia de las concentraciones de estudio del veneno
de Tityus sp; 252, 126 y 63 pg/mL.

Los controles utilizados fueron células marcadas con CFSE sin estimulo y con
estimulo (PHA), células sin estimulo y células con estimulo (PHA). La incubacion del
cultivo fue de 72h y se realizo a 37°C, CO2 al 5% y humedad del 98% (Revco habitat
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modelo Rco 3500 Thermo Fisher Scientific Inc. Barrington. IL. USA). Todos estos
pardmetros se tuvieron en cuenta tanto para la unidad de cultivo de proliferacion, asi

como la unidad para la prueba de activacion.

Tabla 2. Condiciones celulares de cultivo de CMSP para las pruebas de

proliferacion y activacion.

Condiciones de cultivo  Tratamiento

Células + PHA + 252 Veneno de Tityus sp
ug/mL

Células + PHA + 126 (Hg/mL)
ug/mL

Células + PHA + 63

pg/mL

Células + CFSE sin Controles de cultivo
estimulo

Células + CFSE +PHA

Células sin estimulo
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6.3.3.1. Cuantificacion por citometria de flujo de proliferacion de células
T CD4+ y CD8+ y marcadores de activacion. Una vez cumplidas las 72 horas de
estimulacion y tratamiento, tal como se narra en el numeral 7.5., las células fueron
recogidas en tubos de citometria (poliestireno 5mL) (Falcon, USA), se centrifugaron
durante 5 minutos, a temperatura ambiente y 1750rpm (LABNET Woodbridge, NJ, USA).
Luego se realizé un lavado con 200uL de PBS 1X (Gibco/lnvitrogen Van Allen Way
Carlsbad, CA, USA), se centrifug6 durante 5 minutos a temperatura de ambiente y
1750rpm y se descart6 el sobrenadante. Seguido a esto, se adicioné 100ul de PBS 1X a
cada tubo y se marcaron las células con 2 uL de los anticuerpos correspondientes para
evaluar la proliferacion: anti- CD3-PE (50 pL, Anti- CD4-APC y Anti-CD8-PECy7
(Biolegend, USA); y para la activacién: Anti-CD4-APC, Anti-CD8-PECy7 (Biolegend,
USA), Anti-CD69-FITC y Anti-HLA-DR-PE (BD Bioscience, USA) a cada tubo. Se dejaron
incubar por 30 minutos en oscuridad, se realizaron dos lavados con 200uL de PBS 1X,
se centrifugaron (a temperatura ambiente y 1750rpm) y se re-suspendieron en 200uL

para realizar la lectura por citometria de flijo..

Se adquirié un total de 20,000 eventos por tubo en el citbmetro de flujo (Accuri C6
flow cytometer - BD Biosciences, USA). El gate para los linfocitos fue seleccionado de
acuerdo con la distribucion Foward y side scatter y el analisis fue hecho mediante
Software BD Accuri C6 Software. El porcentaje de proliferacion correspondié a la
proporcién de células que disminuyeron su intensidad de fluorescencia para el CFSE, en
poblaciones CD4+ o CD8+.

6.4. Actividades Objetivo 3

6.4.1. Deteccion de citoquinas en sobrenadantes de cultivo mediante el ensayo de

inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA)

La técnica de inmunoabsorcion ligado a enzima, ELISA (por sus siglas: Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) es una técnica de inmunoabsorcidon que permite la

identificaciébn de un marcador de interés (anticuerpo, proteina, péptido u hormona) en

39



diferentes muestras biolégicas, mediante el uso de antigenos y anticuerpos conjugados
con una enzima, obteniendo asi, una reaccion cuantificable, ya sea por cambio de

coloracion o mediante la lectura por espectrofotometria.

En ese sentido, se realizo el ensayo de ELISA tipo sandwich para determinar los
niveles de las citoquinas IL-6, TNF-a, IL1-B, IL-10 en sobrenadantes de cultivo de las
células mononucleares de sangre periférica expuestas a las dosis subletales del veneno

de tityus sp, de pacientes con diagndstico de AR y sanos.

6.4.1.1. Obtencion de sobrenadantes de cultivo. Los sobrenadantes
fueron colectados en microtubo de 200uL teniendo en cuenta las cuatro condiciones que
se querian estudiar; concentraciones 252, 126, 63 ug/mL de veneno tityus sp y células
no tratadas (control) (numeral 6,3,2). Los sobrenadantes fueron almacenados a -70°C

hasta su uso.
6.4.1.2. Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima ELISA.

Las citoquinas IL-6, TNF-a, IL1-B, IL-10 fueron cuantificadas mediante los kits
ELISA Max™ Deluxe Set (BioLegend, USA) para cada una. Se realizé6 una curva de
calibracion para cada citoquina, siguiendo los estandares de referencia del kit, las cuales
comprendieron el intervalo de 3.9-500 pg/mL, dependiendo las especificaciones para

cada citoquina. Todas las muestras de sobrenadante se analizaron por duplicado.

En primer lugar, se sensibilizaron las placas de 96 pozos (BioLegend, USA) con
100uL de anticuerpo de captura (anticuerpos de captura IL-6, TNF-a, IL1-8, IL-10 humano
1X Elisa Max) se envolvieron las placas con papel Contac y se incubaron toda la noche
a 4°C. Luego de 16 horas de incubacion se realizaron 4X lavados por pozo con 300ul de
Buffer Wash (Tween-20 al 0.05% en PBS 1X), se realiz6 el bloqueo de pozos mediante
200ul de solucién de bloqueo (Diluyente de ensayo A 1x) en cada pozo, se sello6 la placa
y se incubd durante 1 h con agitacion. Luego se hicieron 4 lavados y se agreg6 100ul de
solucién de la curva (500; 250; 125; 62,5; 31,1; 15,6; 7,8 pg/mL) asi como muestras de
estudio (100ul de sobrenadante) y para IL-1B 50ul de Buffer de ensayo D + 50ul de la
curva/muestras de estudio. Se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente y con

agitacion. Seguido, se hicieron 4 lavados y se agregd 100ul de anticuerpo de deteccion
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correspondiente a cada citoquina (anticuerpos de deteccion IL-6, TNF-a, IL1-B, IL-10
humano 1X Elisa Max). Se incub6 a temperatura ambiente durante 1 h, con agitacién.
Luego se hicieron 4 lavados y se agregd 100uL de avidina -HRP a cada pozo. Se
incubaron las placas durante 30 minutos a temperatura ambiente, luego se hicieron 5
lavados, con 5 seg de remojo y se adicion6 100ul de sustrato F para IL-1B o 100 ul de
TMB para las tres citoquinas restantes. Se incubaron durante 15 min (IL-6 y TNF-a) o 30
min (IL-10) o 20 min (IL-1B) a temperatura ambiente y en la oscuridad. Se agreg6 100uL
de la solucion de parada (2N, Hz2 SO4). Finalmente se llevé al espectrofotometro EPOCH
2 (Agilent Biotek, USA)

6.4.2. Andlisis Estadistico

Para el andlisis sociodemografico de los pacientes AR y controles y para la
elaboracién de tablas, los datos colectados fueron tabulados en matrices de Excel, para
ser sometidos a analisis estadistico en el software IBM SPSS Statistics 26. El analisis se
realiz6 mediante un analisis bivariado con el fin de determinar relaciones empiricas entre

variables y expresarlas mediante tablas de frecuencia y porcentaje.

Los datos obtenidos de la respuesta celular en cuanto a proliferacién, activacion y
produccion de citoquinas fueron analizados mediante el andlisis de varianza (ANOVA) de
dos factores, considerando valor de significancia de p<0,05, seguido por la prueba de
comparacion multiple de Tukey. Se elaboraron gréaficas de barras donde se expreso la
media y el + Error estdndar de la media (+ SEM) de cada condicién mediante software de

analisis estadistico GraphPad Prism 8.

6.5. Aval Etico

Este estudio cont6 con el aval de ética de la Universidad del Cauca para el
proyecto ID-4783, y se encuentra amparado por el permiso de colecta de animales de la
universidad del Cauca, cumpliendo con el decreto 1376 del 2013
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6.6. Financiacién

Esta investigacion fue financiada por la Vicerrectoria de Investigaciones de la
Universidad del Cauca, identificada con el ID 4783, bajo la convocatoria “Cultivando

semillas”.
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7. RESULTADOS

7.1. Cuantificacién de Proteinas

El proceso de cuantificacion de proteinas se realizé con el espectrofotométro de
microplaca (Multiskan SkyHigh Photometer - Thermo Fisher Scientific). Este equipo
permite medir valores de absorbancia a longitudes de onda que se necesiten (260nm y
280nm), para poder establecer la cantidad de proteinas o péptidos de la sustancia
(veneno de Tityus sp), mediante una regresion lineal. En ese sentido, luego de obtener
los valores de las absorbancias para cada concentracion en 260nm y 280nm, se
promediaron los valores de repeticion, tanto las disoluciones de BSA como las obtenidas

para el veneno.

Finalmente, con las concentraciones de proteinas obtenidas de BSA y del veneno
se traza la curva de calibracion de Pearson (Tabla 3). Esta regresion permite obtener una
ecuacion y=mx+b de la cual es posible obtener unos valores de R? el cual corresponde al
coeficiente de determinacion que indica la distancia a la que se encuentran los valores

obtenidos frente a la linea de tendencia (Figura 2)

Tabla 3. Promedio de las absorbancias a 280nm y resultado Y (concentracion del veneno)

en la curva de calibracién de Pearson.

Concentracion Concentracion Promedio de
Tedrica Equipo absorbancias
(ug/mL) (ug/mL) 280nm

10 12,84 0,45

5 5,72 0,20
2,5 2,62 0,10
1,25 1,23 0,05
0,62 0,61 0,02
0,31 0,35 0,02
Veneno 17,00 0,60
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Figura 5. Curva de calibracién concentracion de BSA para la cuantificacién del veneno de Tityus sp.

Finalmente, con los valores de la concentracion de proteinas para cada una de las
disoluciones de BSA, y el valor de R2 en la curva de calibracion de Pearson, se obtuvo
una concentraciéon de proteinas de 17mg/mL de veneno de Tityus sp. Esta concentraciéon
de veneno se utiliz6 para hallar la dosis inhibitoria IC50 del veneno en células

mononucleares de sangre periférica.

7.2. Concentraciones Subletales del Veneno de Tityus sp

Para determinar las concentraciones sub-letales de trabajo, del veneno de Tityus
sp se realizd la prueba colorimétrica de resazurina (AlamarBlue) en cultivo de 72 h,
evaluando 10 concentraciones de veneno: 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,2, 15,6,
7,8y 3,9ug/mL; como control positivo Tritdn 1X y control negativo células sin tratamiento.
El porcentaje de viabilidad celular en presencia de las distintas concentraciones de
veneno se redujo de manera dosis dependiente a la concentracion de veneno de Tityus
sp, siendo 2000 y 1000 pug/mL las concentraciones con mayor disminucion del porcentaje
de viabilidad. Se obtuvo una concentracién letal inhibitoria del 50% de 840,3 ug/mL
(Figura 6).
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Figura 6. Efecto del veneno de Tityus sp (VTsp) sobre la viabilidad celular de células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) en cultivo de 72h, mediante el ensayo fluorimetrico de resazurina (AlamarBlue). El control negativo
fue Tritdn 1X y el control positivo fueron las células sin tratamiento. Los resultados fueron expresados como el + Error
estandar de la media (+ SEM) Valores de significancia P<0,05* y p<0,01**.

A partir del valor de la 1Cso (840.3 pg/mL) se escogieron las concentraciones
correspondientes al 30,15y 7,5% (252, 126 y 63 pg/mL respectivamente) de ese valor,
teniendo en cuenta un porcentaje de viabilidad mayor al 90% que permitiese observar la

actividad inmunomoduladora del veneno.

7.3. Andlisis Sociodemografico de las Pacientes con Diagndstico de AR y

Controles

Se seleccion6 una muestra de 10 pacientes con AR y 10 controles con buen estado
de salud, sin antecedentes de enfermedades cronicas y apareados con los pacientes

conforme al género y edad. Los pacientes seleccionados con AR fueron previamente
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diagnosticados por la reumatdloga Ana Isabel Ospina, obedeciendo a los criterios de

inclusion y exclusion del estudio.

En el analisis sociodemogréafico se encontré que los 10 pacientes con AR en su
totalidad fue representada por el género femenino (100%) con edades promedio de
41+0,51 afios y rango de edad fue de 20-69 afios. En cuanto a la procedencia, la mayoria
de las pacientes AR y controles residen en el municipio de Popayan, seguido de los
municipios de Cajibio, Piendamé, Bolivar, Narifio, Rosas, Sotara, Pitalito, San Sebastian,
La Sierra y Caldono. (Tabla 3). Finalmente, dentro de las ocupaciones mas recurrentes
entre pacientes AR y controles sanos se encuentran estudiantes, ama de casa e

independiente (Tabla 5).

Respecto a los hallazgos clinicos en las pacientes AR sobre compromisos
articulares en articulaciones grande, el 45% de ellas refiri6 presentar dolor y/o hinchazén
en la rodilla, seguido por hombros (40%), tobillos (40%), cadera y codos (35%) (Tabla 6),
mientras que, en articulaciones pequefias, el 50% de las pacientes manifesto
compromiso en las articulaciones metacarpofalangicas, ademas de mufecas (45%),

interfalangicas proximales (40%) y metatarsofalangicas (15%) (Tabla 6).

Tabla 4. Andlisis bivariado de las variables sociodemogréaficas de pacientes con

diagndstico de AR y controles sanos.

VARIABLE PACIENTES CON AR CONTROLES SANOS

n=10 n=10
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje

Edad

Rango 20-69 21-69

Género

Masculino 0 0 0 0

Femenino 10 100 10 100

PROCEDENCIA

Piendamé 1 10,0 1 10,0

Popayan 2 20,0 3 30,0

Rosas 1 10,0 0 0,0

Sotara 1 10,0 0 0,0

Pitalito 0 0,0 1 10,0

San Sebastian 1 10,0 0 0,0

Cajibio 1 10,0 2 20,0

La Sierra 1 10,0 0 0,0

Bolivar 0 0,0 2 20,0

Narifio 1 10,0 1 10,0
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Caldono 1 10,0 0 0,0
OCUPACION

Independiente 2 20,0 1 10,00
Aseadora 0 0,0 1 10,00
Estudiante 2 20,0 3 30,00
Docente 1 10,0 1 10,00
Bacteridloga 0 0,0 1 10,00
Amade casa 3 30,0 1 10,00
Psicéloga 1 10,0 0 0,00
Auxiliar de 1 10,0 0 0,00
enfermeria

Bidloga 0 0,0 1 10,00
Trabajadora social 0 0,0 1 10,00

Tabla 5. Hallazgos clinicos relacionados al numero

comprometidas en las pacientes AR.

de articulaciones grandes

ARTICULACIONES PRESENTA NO PRESENTA TOTAL
GRANDES AFECTACION AFECTACION

n % N % n %

HOMBROS 8 40% 12 60% 20 100%

CADERA 7 35% 13 65% 20 100%

RODILLAS 9 45% 11 55% 20 100%

CODOS 7 35% 13 65% 20 100%

TOBILLOS 8 40% 12 60% 20 100%

Tabla 6. Hallazgos clinicos relacionados al nimero de articulaciones pequefias

comprometidas en las pacientes AR.

ARTICULACIONES PEQUENAS PRESENTA NO PRESENTA TOTAL

AFECTACION AFECTACION

N % N % n %
METACARPOFALANGICAS 10 50% 10 50% 20 100%
INTERFALANGICAS PROXIMALES 8 40% 12 60% 20 100%
INTERFALANGICAS DISTALES 0 0% 20 100% 20 100%
METATARSOFALANGICAS 3 15% 17 85% 20 100%
MUNECAS 9 45% 11 55% 20 100%

Teniendo en cuenta que uno de los criterios de seleccién es no haber recibido

algun tratamiento convencional para la artritis en los cuatros ultimos meses a la toma de
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la muestra de sangre, en la encuesta se realizo la pregunta, si alguna vez tomaron
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terapias y/o medicamentos asociados a AR, entre las pacientes con diagndstico previo
de AR.

Siendo asi, las pacientes manifestaron que el medicamento mas frecuente fue el
FAME metrotexato (25%), seguido del AINES naproxeno (25%), el corticosteroide
sintético prednisona (20%) y el AINES ibuprofeno (20%), sin embargo, los pacientes
refieren haber experimentado numerosos efectos adversos, con medicamentos como el
metrotexate, la prednisona, leflunomida y prednisolona, a nivel gastrointestinal, sumado
a dolores de cabeza frecuentes y dificultad para realizar sus actividades diarias debido a
mareos constantes, por lo que tomaron la decision de abandonar su medicacién. Es
importante resaltar que algunos pacientes habian sido diagnosticados afios atras (fueron
captados de manera libre), sin embargo, para el proyecto, se realiz6 una reconfirmacion

de diagndstico por parte de la reumatdloga.

7.4. El veneno de Tityus sp Indujo Disminucion de la Proliferacién de CMSP de
Personas con Diagnostico de AR y Sanas en Subpoblaciones CD3+, CD3+CD4+,
CD3CD8+

Después de 72h de cultivo, las CMSP de pacientes con diagnéstico de AR y controles
sanas, que previo al cultivo fueron marcadas con CFSE (0.062 pM/mL) y luego
estimuladas con PHA (2.5 ug /mL) y, expuestas o0 no a concentraciones de 252, 126 y 63
ug/mL, presentaron cambios en el porcentaje de proliferacion para las subpoblaciones
correspondientes a CD3*, CD3*CD4*, CD3CD8* (Figura 7).

El analisis estadistico de varianza (ANOVA) permiti6 observar que existe una
diferencia significativa entre las distintas concentraciones de veneno (p<0,05).
Adicionalmente, en el andlisis de comparacion multiple de Tukey muestra que existen
diferencias significativas entre los porcentajes de proliferacién para las subpoblaciones
celulares CFSEPa° en los linfocitos CD3*, CD3*CD4*y CD3CD8", en la condicién sin
tratamiento versus la concentracion de veneno de 252 uM /mL y 126 pM /mL (p<0.01)
(Figura 8)
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Figura 7. Diagrama de puntos (Dot plot) representativo de citometria para el porcentaje de proliferacion en poblaciones
celulares. CD3* (A, B, C, D), CD3*CD4* (E, F, G, H,), CD3CD8* (I, J, K, L,) (Izquierda); e histograma representativo de
proliferacion general en CMSP (Las fechas refieren a los ciclos celulares, correspondiente a 72h) (Derecha), marcadas
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con CFSE con presencia/ausencia de veneno Tityus sp 252, 126 y 63 pg/mL. Las células mononucleares de sangre
periférica de pacientes con diagnostico de AR y sanas fueron marcadas con CFSE (0.062 pM/mL), estimuladas con
PHA (2.5 pg/mL) y cultivadas en presencia de las distintas concentraciones de veneno de Tityus sp durante 72h, 5%
CO2 yhumedad de 98%. Luego fueron marcadas con los anticuerpos anti- CD3-PE, Anti- CD4-APC y Anti-CD8-PECy7
(Biolegend, USA) para ser leidas en el citometro de flujo (Accuri C6 flow cytometer - BD Biosciences, USA). Los

resultados se obtuvieron a través del analisis en el software BD Accuri C6 Software.

Wl Pacientes AR Bl Pacientes AR
0~ e 3 Controles 40+ ¢e &= Controles
— - ..
* 2 T
3 |
% 404 M
w [ [
7] = e r oy | hris . = -
= O 204 1
v, 20 3
™ > %
8 9 10+
el
(=]
0- -
S— 252 ug/mbL 126 ug/mbL 63 ug'mL 0~ T
L Jd I

b | 252 ugimL 126 ug/mL 63 ug/mL
1 |

VTsp
C.

40+

VTsp

BB Pacientes AR
o B Controles

304

20+

WL Ll

cD3*cos* CFSE 99

T
T 252ugimL 126 ugiml &3 ugmL

]
I 1

VTsp

Figura 8. Poblaciones celulares CD3* (A), CD3*CD4*(B), CD3CD8* (C), marcadas con CFSE vy el
porcentaje de proliferacion con presencia/ausencia de veneno Tityus sp 252, 126 y 63 pg/mL y células sin
tratamiento. Las células mononucleares de sangre periférica de pacientes con diagnostico de AR y sanas
fueron marcadas con CFSE (0.062 pM/mL), estimuladas con PHA (2.5 pg/mL) y cultivadas en presencia
de las distintas concentraciones de veneno de Tityus sp durante 72h, 5% CO:y humedad de 98%. Los
resultados estan expresados como el £ Error estandar de la media (+x SEM). Valor de significancia P<0,01™
vs CFSE.
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7.5. Elveneno de Tityus sp No Indujo Cambios Significativos En la Activacion de
CMSP de Pacientes con AR y Sanas Para las Subpoblaciones CD4+HLADR+,

CD4+CD69+, CD8+ HLADR+, CD8+CD69+

Las células mononucleares de sangre periférica de pacientes con AR y controles sanos,
estimuladas con PHA (2.5 pg/mL) y tratadas o no, con veneno de Tityus sp a
concentraciones de 252, 126 y 63 pug/mL no presentaron cambios significativos en el
porcentaje de células que expresan marcadores de activacion como CD69 y HLADR en
las subpoblaciones celulares CD4*y CD8" (Figura 9 y 10). De manera interesante, el
porcentaje de células CD8* HLADR* fue menor en pacientes AR comparado con los
controles con una diferencia significante estadistica de p<0,05 en el andlisis de varianza
(ANOVA), demostrando que el menor porcentaje de células CD8" HLADR* esta asociado
a la enfermedad y no al tratamiento con las diferentes concentraciones del veneno (Figura
10 D).
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Figura 9. Diagrama de puntos (Dot plot) representativo de citometria para el porcentaje de activacion para
las subpoblaciones celulares CD4*HLADR* (A), CD4*CD69* (B), CD8* HLADR* (C), CD8*CD69* (D)* en
CMSP cultivadas en presencia/ausencia de veneno Tityus sp 252, 126 y 63 pg/mL. Las células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con diagnéstico de AR y sanas fueron estimuladas con
PHA (2.5 pg/mL) durante 72h, 5% COzy humedad de 98%. Luego fueron marcadas con los anticuerpos Anti-
CD4-APC, Anti-CD8-PECy7 (Biolegend, USA), Anti-CD69-FITC y Anti-HLA-DR-PE (BD Bioscience, USA)
para ser leidas en el citbmetro de flujo (Accuri C6 flow cytometer - BD Biosciences, USA). Los resultados

se obtuvieron a través del analisis en el software BD Accuri C6 Software.
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Figura 10. Porcentaje de activacion para las subpoblaciones celulares CD4*HLADR* (A), CD4+*CD69* (B),
CD8*HLADR* (C), CD8*CD69* (D), estimuladas con PHA (2.5 pg/mL) y cultivadas en presencia/ausencia
de veneno Tityus sp a concentraciones de 252, 126 y 63 pg/mL. luego de las 72h las células fueron
marcadas con anticuerpos Anti-CD4-APC, Anti-CD8-PECy7 (Biolegend, USA), Anti-CD69-FITC y Anti-HLA- DR-
PE PE (BD Bioscience, USA) y fueron analizados mediante citometria de flujo. Los resultados estan
expresados como el + Error estandar de la media (+ SEM).

7.6. Efecto del Veneno de Tityus sp en la Produccién de Citoquinas.

Para analizar la expresion de citoquinas IL-6, TNF-a, IL1-B, IL-10 en
sobrenadantes de cultivo, se realizé la deteccion mediante el ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzima (ELISA). No se obtuvieron diferencias significativas en la concentracion

de citoquinas TNF-aq, IL1-B e IL-6, en pacientes con AR vs pacientes sanas en las distintas
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concentraciones de veneno (252, 126 y 63 pg/mL) (Figura 11), por lo que el veneno no

afectd la produccion de estas citoquinas entre los grupos estudiados. Por otro lado, hubo

una diferencia significativa en la concentracién de citoquina IL-10 encontrada entre

células sin tratamiento vs concentracion alta de Tsp (252 pg/mL), tanto de pacientes con

AR como de controles (Figura 11, D).

Por ultimo, el analisis en el andlisis de varianza (ANOVA) demostré una diferencia

significativa en la concentracion de IL-6 entre pacientes AR y controles sanos,

observando una tendencia a la alza de en pacientes con AR (p<0,05), (Figura 11, A).
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Figura 11. Concentracion de citoquinas IL-6 (A), TNF-a (B), IL1-B (C), IL-10 (D) expresadas por células
mononucleares de pacientes con diagnéstico de AR y pacientes sanas en sobrenadantes de cultivo,
tratadas con PHA (2.5 pg/mL) y cultivadas en presencia/ausencia de veneno Tityus sp a concentraciones
de 252, 126 y 63 pg/mL, durante 72h, medida mediante el Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima
(ELISA). La concentracion de IL_10 para las células sin tratamiento versus concentracion de 252 pg/mL de
veneno tuvo una diferencia significativa, tanto para paciente, como control. Para la citoquina IL-6 no hubo
diferencias significativas entre los distintos tratamientos, en comparacion al control, sin embargo, si hubo
una diferencia significativa para el diagnéstico de AR. El valor de significancia se expresé por p<0,05 en el
andlisis de varianza ANOVA. Los resultados estan expresados como el + Error estandar de la media (£

SEM). Los valores de significancia fueron P<0,01**y P<0,05*.
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8. DISCUSION

El presente estudio evalud la actividad inmunomoduladora del veneno del escorpion
Tityus sp sobre CMSP en pacientes con diagnéstico de AR, en comparacion a pacientes
sanas. En él, se estudi6 la capacidad de proliferacion y activacion celular del veneno en
las poblaciones celulares T CD8*y CD4*, de pacientes con diagndstico de AR y pacientes
sanas, asi como la produccion de citoquinas IL-6, TNF-a, IL1-B, IL-10, en sobrenadantes
de cultivo celular de 72h. Los resultados obtenidos muestran que el veneno indujo
cambios y respuestas significativas en la proliferacion y secrecion de citoquinas

principalmente.

Las CMSP de pacientes diagnosticados con AR y controles sanos marcadas con
CFSE y estimuladas con PHA (2,5 pg/ml) en presencia/ausencia de 252, 126, 63 pug/mi
de veneno Tityus sp, respectivamente, representaron un cambio porcentual en la
proliferacion de subconjuntos correspondientes a CD3+, CD3*CD4*, CD3CD8* con una
respuesta dosis dependiente (Figura 8). Normalmente, la proliferacion de los linfocitos T
ocurre como una respuesta hacia un estimulo proveniente del reconocimiento de un
antigeno exégeno o enddgeno, que activan los linfocitos T, produciendo su diferenciacion
y la secrecion de mediadores celulares como las citoquinas (115). Este proceso es de
vital importancia en la respuesta inmune adaptativa, para generar respuestas rapidas

mediante la expansion clonal de los linfocitos hacia el antigeno.

En este caso, se utilizo la Fitohemaglutinina, un mitdgeno conformado por una
lectina vegetal con la capacidad de unirse a los receptores TCR y activar los linfocitos.
Normalmente, la proliferacion es mediada por una combinacion de sefales del receptor
especifico de linfocitos T (TCR), moléculas co-estimuladoras (CD3 y CD4) y factores de
crecimiento autocrinos, principalmente IL-2 que inducen la cascada de activacion y la
consecuente proliferacion (115). Sin embargo, el veneno de Tityus sp redujo el porcentaje
de proliferacién celular en comparacion con las células no tratadas, lo cual pudo deberse
a la presencia de toxinas bloqueadoras de canales i6nicos, teniendo en cuenta estos

también estan implicados en el proceso de sinapsis inmunolégica y que, ademas, se ha
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demostrado que el bloqueo especifico para el canal Kv1.3 en linfocitos T es capaz de

inhibir o detener dicho proceso.

Teniendo en cuenta lo anterior, es importante mencionar que la activacion celular
es regulada mediante una via de sefializacién dependiente de Ca?*. Una vez activa la
célula se pone en marcha una via de sefializacion para la liberacion de Ca?*, cuando este
liberado de las reservas intracelulares, los canales ibnicos como el CRAC se abren, por
los niveles de Ca?* citosoélico aumentan, y este flujo de iones es sostenido gracias a; la
apertura de los canales Kv1.3 el cual hiperpolariza la membrana; y la apertura de canales
IkCal por la elevada concentracién de Ca?* citosélico, regulando de esta manera la
activacion celular de los linfocitos. Siendo asi, el bloqueo selectivo de canales K*(Kv1.3
principalmente) conduce a la despolarizacién de la membrana, inhibe la afluencia de Ca?*
resultando en el deterioro de activacion, proliferacion y de las funciones efectoras
(116,117).

Los observados también coinciden con los observados por Casella Martins y
colaboradores (2015), quienes obtuvieron una disminucién en el porcentaje de
proliferacion en poblaciones de linfocitos CD4*CD25* de CMSP provenientes de
personas sanas, que fueron estimuladas con PHA (2 ug/ml) expuestas a concentraciones
de 50 y 100 pug/ml veneno de Tityus serrulatus en comparacion con el control (células +
PHA). Los canales ionicos estan implicados en la fase temprana de activacion de
linfocitos por PHA, por lo que es posible que las toxinas presentes en el veneno de Tityus
serrulatus bloquearan los canales de K+ de las células CD4+CD25+ y perjudicaran la
accion de la PHA (81).

El porcentaje de activacion para los marcadores de activacion como CD69 y
HLADR en las subpoblaciones celulares CD4* y CD8", expuestas al veneno de Tityus sp
fue similar a los controles. Sin embargo, el porcentaje de células CD8" HLADR* fue menor
en pacientes AR comparado con los controles. Estos puede deberse a que se ha
asociado la relevancia de los linfocitos T CD8" en artritis autoinmune mediante estudios
gue muestran correlaciones entre la severidad de la enfermedad y el nUmero y fenotipo
de las células T CD8" en sangre periférica o en el tejido inflamatorio (118). Ademas, en

pacientes con artritis reumatoide temprana el nimero absoluto de celulaS T CD8* fue
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mas alto que en controles sanos; sin embargo, en pacientes en remision el numero de
linfocitos T CD8* fue reducido, comparados con controles sanos y pacientes con AR
activa (119), lo que podria sugerir una menor respuesta a la estimulacién por parte de la
PHA en este estudio, teniendo en cuenta que algunos de los pacientes habian sido
anteriormente diagnosticados. Seria interesante, para proximos estudios dividir los
pacientes en subgrupos que tengan en cuenta; ingesta de medicamentos, el tiempo y el

progreso de la enfermedad para descartar diferencias significativas entre los subgrupos.

Por otro lado, el veneno de Tityus sp provocd una disminucién de IL-10 en
sobrenadantes de cultivo, para las concentraciones de 252 y 126 pg/ml de veneno en
comparacién con el control (células + PHA) (Figura 11D). Estos hallazgos contrastan con
lo reportado por otros autores que exponen un incremento en IL-10 y otras citoquinas
como respuesta al cuadro de envenenamiento por ecorpionismo y también, por la
interacciébn con canales i6nicos de algunas toxinas aisladas en estudios in vitro
(25,84,102,120). Sin embargo, Zoccal y colaboradores (2011) reportaron que a las
toxinas Ts1, Ts2 y Ts6 del veneno de Tityus serrulatus no liberaron de IL-10 en ninguna
de las concentraciones estudiadas (100, 50 y 25 pg/ml) en sobrenadantes de cultivo de
la linea celular de macr6fagos murinos (J774.1) previamente estimulada con LPS
(Endotoxina) (82).

Debido a lo anterior, los autores sugieren que la produccion de citoquinas por parte
de los macrofagos estimulados por toxinas es independiente de las interacciones de los
canales ionicos de las toxinas. Esto esté respaldado por el hecho de que Tsly Ts2 se
unen a los canales de Na+, presentando efectos opuestos respecto al NO, TNF-a, IL-6 e
IL-10. Ademas, Tsl y Ts6 mostraron efectos similares a pesar de que actian sobre los
canales i6nicos Na* y K*, respectivamente en los canales i6nicos de Na*y K-,
respectivamente (82). Por lo tanto, considerando que el presente estudio es piloto, es
imperante la necesidad de estudios adicionales del veneno del escorpion Tityus sp y la
identificacion, clasificacion de las toxinas del veneno, asi como su interaccion en la
produccion de citoquinas, para correlacionar mejor su capacidad proinflamatoria y/o

antiinflamatoria y las interacciones con los canales iénicos.
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Los niveles de citoquina IL-6 no se vieron afectados con la exposicion a ninguna
de las concentraciones de veneno obtenidos de sobrenadantes de cultivo, sin embargo,
si hubo una diferencia significativa para el diagnéstico de AR, obteniendo un mayor nivel
de esta citoquina en comparacién con los controles sanos. Estos resultados coinciden
con los resultados obtenidos por Xuefeng Wang, Liyang Dong y colaboradores (2015),
quienes encontraron un aumento de los niveles de IL-6 obtenido de sobrenadantes de
cultivo de CMSP de 24h, estimuladas con PHA en pacientes con AR en comparacion con
controles sanos (121). Esta citoquina proinflamatoria se encuentra asociada a los
procesos inflamatorios y se encuentra en abundancia en el liquido sinovial y en el suero
de los pacientes con AR, y sus altos niveles se han correlacionado con la actividad de la
enfermedad y la destruccién articular; la IL-6 junto a otras citoquinas, promueve la
diferenciacion de la IL-17 para la produccién de células T colaboradoras (Th17), que
juegan un papel importante en la induccion de la respuesta autoinmune. La estimulacion
de estas células rompe el equilibrio inmunologico y tiene gran importancia patoldgica en
las enfermedades inmunolégicas y el desarrollo de enfermedades autoinmunes e

inflamatorias (7).

Los niveles de citoquinas IL-6, TNF-qa, IL1-B, de CMSP de pacientes AR y sanas,
expuestas a 252, 126, 63 pg/ml de veneno Tityus sp, no presentaron cambios
significativos en los niveles de estas para los sobrenadantes de cultivo. A pesar de que
se ha demostrado que el veneno escorpionico tiene la capacidad de liberacion de
mediadores celulares como respuesta al envenenamiento por ecorpionismo y también en
estudios in vitro (25,84,102,120). En ese sentido, seria importante continuar con el

estudio del efecto del veneno en la liberacion de mediadores celulares.

Finalmente, en el analisis sociodemografico se pudo observar que las pacientes
con AR suelen presentar comprometidas todas las articulaciones grandes (hombros,
tobillos y rodillas), asi como las articulaciones pequefias (metacarpofalangicas,
interfalangicas proximales y las mufiecas). Estos resultados coinciden con lo reportado
por Hernandez y colaboradores (2012), quienes observaron que las articulaciones mas
afectadas, en 21 pacientes con Artritis Reumatoide temprana, fueron las

Metacarpofalangicas (80%), interfalangicas proximales (85,71 %) y las mufecas (85,71
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%). De igual manera para las articulaciones grandes, donde se observo que los Hombros
(37,5), tobillos (61,90) y rodillas (57,14) estuvieron también afectados, las cuales son
afectaciones caracteristicas de la AR (122). Por otro lado el rango de edad en este estudio
fue de 20-69 afios de edad, por lo que seria interesante realizar subclasificaciones de las
edades asi como también en el progreso de la enfermedad, ya que se ha observado que
en las distintas etapas de la artritis reumatoide se pueden exhibir cambios en los criterios
serologicos, asi como en el numero de articulaciones afectas y la movilidad, importantes

en la respuesta del paciente hacia distintos farmaco (4,15).
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9. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio evidenciaron que el veneno de Tiyus sp en
concentraciones de 252 y 126 pg/ml, ejerce un efecto inmunomodulador en las CMPS
tanto de pacientes con diagndéstico de AR, como pacientes sanas, principalmente en el

porcentaje de proliferacion y en la liberacion de citoquinas como la IL-10.

Las diferencias encontradas en la proliferaciéon para las poblaciones CD3+, CD3*CD4*,
CD3CD8* de CMPS de ambos grupos, para las concentraciones de 252 y 126 pg/ml,
podrian indicar una posible inhibicion de la activacion celular (estimulada por PHA)
mediante el bloqueo selectivo de canales idnicos ( de Potasio (K*) principalmente), debido
a la importancia de los canales de potasio en el mantenimiento de niveles de Ca
citosoélicos para una activacion efectiva seguida de una proliferacion y diferenciacion

exitosa de los linfocitos T.

Por otro lado, el veneno de Tityus sp no indujo cambios significativos en el porcentaje de
activacion de células T CD4*y CD8* en marcadores de activacion CD69 y HLADR. Sin
embargo, se observé una inhibicion del porcentaje de activacion en células T CD8* que
expresaron HLADR de pacientes con AR en comparacién con controles. Se ha
demostrado que en algunos casos donde los pacientes presentan remision de la
enfermedad, los niveles séricos de T CD8" se encuentran disminuidos en comparacion
con pacientes con AR activa, por lo que se podria tener en cuenta la discriminacion por
subgrupos entre pacientes que ya han tomado medicamentos, recién diagnosticados y

con artritis activa.

Los niveles de citoquinas IL-6, TNF-a, IL1-B, por su parte, no se vieron afectados por la
exposicion de CMSP en las distintas concentraciones de veneno de Tityus sp (252, 126,
63 pg/ml) para los dos grupos estudiados. Sin embargo, hubo una disminucion
significativa en los niveles de IL-10 expuestas a las concentraciones 252 y 126 ug/ml en

comparacion con células no tratadas, para los dos grupos.

Por altimo, los niveles de citoquina IL-6 fueron estadisticamente significativos, a la baja,

en comparacion a los controles. La IL-6 se encuentra en mayores cantidades en sangre
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periférica y en tejido afectados en AR, por lo que estos niveles se van a expresar al alza,

como respuesta al estado inflamatorio del paciente.

Teniendo en cuenta que este fue el primer estudio sobre la capacidad inmunomoduladora
del veneno de un escorpion endémico Tityus sp, del municipio de Popayan se evidencia
su importancia en este campo, gracias a esto, el presente abre una puerta para el estudio
prospectivo del veneno, su caracterizacion e identificacion de sus componentes como

posibles blancos terapéuticos.
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10.RECOMENDACIONES

Seria interesante para proximos estudios poder trabajar con una muestra
poblacional mas grande, teniendo en cuenta los resultados de este estudio piloto para

corroborar la variabilidad en las pruebas en donde los resultados no fueron significativos.

Por otro lado, creemos que es importante que, en estudios futuros asociados con
Artritis reumatoide, se pueda realizar una clasificacién de los pacientes en subgrupos de
estudio, teniendo en cuenta etapa de progresion de la enfermedad, edad, anterior
consumo de medicamentos, con el fin de realizar mejores interpretaciones de los

resultados obtenidos.

Por ultimo, podrian tenerse en cuenta tiempos de incubacién més largos y
examinar los efectos del veneno tomando mediciones a lo largo del cultivo para observar

si existen diferencias en el tiempo de exposicion al agente evaluado, es decir, el veneno.
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