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RESUMEN

El Lupus eritematoso sistémico (LES) y la Artritis reumatoide (AR) son enfermedades
autoinmunes inflamatorias; LES se caracteriza por la presencia de autoanticuerpos dirigidos
contra componentes del nucleo celular, que conlleva a un incremento en la apoptosis de
células linfoides y la AR se manifiesta por la inflamacion cronica de multiples articulaciones.

Existe una gran diversidad de genes implicados en procesos inflamatorios, por ejemplo
el gen P2X7 se expresa principalmente en células derivadas de médula 6sea como monocitos,
macrofagos y linfocitos, que estan involucrados en diversas funciones como: proliferacion
celular, fusion de macroéfagos, induccion de apoptosis, Yy liberacion de interleucina 1-p. Por lo
tanto se sugiere que la expresion del P2X7 podria estar involucrada en la patogénesis de
procesos inflamatorios.

En este trabajo se analizo el polimorfismo A1513C del gen P2X7 a 251 pacientes: 69
con LES, 70 con AR y 112 controles, en el departamento de Fisiologia del Instituto Nacional
de Cardiologia “Ignacio Chavez”. Para los sujetos con LES se observé una frecuencia alélica
para A del 77.5% y para C del 22.5% y una frecuencia genotipica para AA: 58%; CC: 2.9% y
AC: 39.1%. En AR la frecuencia alelica fue para A 77.8% y para C 22.2%, y la frecuencia
genotipica fue para AA 60%; CC 4.3% y AC 35.7%. Para el grupo control la frecuencia
alélica fue para A 81.3% y C 18.7%, y la frecuencia genotipica para AA fue de 64.3% para CC
de 1.8% y para AC de 33.9%. Al realizar el anlisis estadistico entre controles y pacientes no
se encontro diferencias significativas tanto en lupus eritematoso sistémico como en artritis
reumatoide, por lo que se puede inferir que no existe relacion entre el polimorfismo del gen
P2X7 y la incidencia de estas enfermedades en poblacién mexicana.

PALABRAS CLAVE: Autoinmunidad, Polimorfismo, Receptor P2X7



INTRODUCCION
1.1 AUTOINMUNIDAD

La autoinmunidad consiste en la pérdida de la tolerancia inmunologica a los
constituyentes propios, y la tolerancia inmunologica se define como una falta de respuesta
controlada (Peakman, 2011). Los seres humanos tenemos la capacidad y el potencial de
organizar respuestas inmunes debido a la autoinmunidad fisiologica por linfocitos T
reguladores y a la autoinmunidad patoldgica.

La autoinmunidad fisiologica se clasifica de acuerdo a la naturaleza de los tejidos diana
y los mecanismos autoinmunes subyacen en varias enfermedades: algunas son Organo-
especificas y otras con distribucion sistémica. Las enfermedades autoinmunes pueden
superponerse es decir un individuo puede tener méas de un desorden organo-especifico, 6 mas
de una enfermedad sistémica (Peakman, 2011).

La autoinmunidad patolégica se define por reacciones de base inmunoldgica,
habitualmente persistentes y de larga duracion, en las que intervienen antigenos propios
(autoantigenos) (Lind, et al., 2005). Su expresion clinica es la consecuencia de la alteracion
organica o funcional de las células, u 6rgano donde reside el antigeno que interviene en la
reaccion (enfermedades autoinmunes érgano-especificas).

Cuando complejos de autoantigeno-autoanticuerpos, circulan por la sangre y se
depositan en diversos lugares del organismo dan lugar a patologias en diferentes érganos, y
constituyen la base de las denominadas enfermedades autoinmunes sistémicas 0 no organo

especificas (Peakman, 2011).
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1.2 ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Las enfermedades autoinmunes se caracterizan porque el sistema inmunitario actla
contra las células del propio organismo. En este caso, el sistema inmunitario se convierte en el
agresor y destruye partes constitutivas del cuerpo en vez de protegerlo.

Durante este proceso existe una respuesta inmune exagerada contra sustancias

y tejidos que normalmente estan presentes en el cuerpo. Las causas son aun desconocidas,
pero esta relacionada con el reconocimiento proteico entre las superficies de las membranas
celulares del sistema inmunitario (Rioux, et al., 2005).

Las enfermedades autoinmunes se clasifican en:

e Enfermedades autoinmunes especificas de érganos donde hay una lesion irreparable
de las células diana, provocando pérdida de las secreciones endocrinas.

e Enfermedades autoinmunes no especificas de 6rganos o enfermedades autoinmunes
sistémicas donde la inflamacion y la afectacion pueden ser difusas, con frecuencia
sobre articulaciones o vasos sanguineos de pequefio calibre.

Dentro de las enfermedades autoinmunes sistémicas podemos encontrar al lupus

eritematoso sistémico y la artritis reumatoide que son las 2 enfermedades de este estudio.

1.3 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

Lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad multisistémica, autoinmune vy
crénica con un componente inflamatorio muy importante, que se caracteriza por una alteracién
en la respuesta inmunoldgica con produccion de autoanticuerpos dirigidos contra antigenos

celulares.
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El resultado final es la afeccion tisular de multiples 6rganos, aparatos y sistemas (Font,
et al., 2003). La expresion clinica de este padecimiento es muy variable como resultado del
compromiso sistémico y posiblemente la intervencion de factores relacionados entre si como
genéticos, inmunoldgicos y ambientales. Se identifica por sus manifestaciones clinicas y
diversos autoanticuerpos circulantes, en particular los autoanticuerpos dirigidos contra los
componentes del nacleo celular, los mismos que desempefian un papel diagnostico y
patogénico fundamental (Conti, et al., 2012). LES es una enfermedad rara del tejido conectivo,
que afecta a algunos 6rganos, como pulmones, ojos, esqueleto, corazdn y vasos sanguineos.

Afecta a una de cada 10,000 personas (Pisetsky, et al., 2000).

1.3.1 HISTORIA

Se establecen tres periodos en la historia de LES: el periodo clasico, el neoclasico y el
moderno. En el periodo clasico la enfermedad fue reconocida por primera vez en la edad
media donde se describieron las primeras manifestaciones dermatoldgicas de la enfermedad. Y
en el siglo XII el médico Rogerius® atribuyé el término Lupus para describir el eritema malar
clasico. Durante el periodo neoclasico Méric Kaposi® en 1872 reconoce la manifestacion

sistémica de la enfermedad.

! Rogerius, cirujano de Salerno que vivié en el siglo X1 (1140-1195). Se le conocié también como Rogerius
Salernitanus (http://www.galenusrevista.com/spip.php?article144).

2 Moritz Kaposi (nacido el 23 de octubre 1837 en Kaposvér, Hungria - 6 de marzo 1902 en Viena, Austria) fue un

importante  médico hudngaro y dermatologo, descubridor del tumor de piel que lleva su nombre
(http://es.wikipedia.org/wiki/Moritz_Kaposi)
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El periodo moderno empieza en 1948 con el descubrimiento de las células del lupus
eritematoso; este periodo se caracteriza por avances en fisiologia patologica, y las
caracteristicas clinicas y de laboratorio de la enfermedad, asi como los avances en el

tratamiento (Wakeland, et al., 1999).

1.3.2 EPIDEMIOLOGIA

LES es una enfermedad de distribucion mundial, afecta a todas las poblaciones humanas
con mayor trascendencia en la poblacién africana (Font, et al., 2003) tiene predominio por el
género femenino en la proporcion de 9:1; se manifiesta en cualquier edad siendo mas

frecuente en la etapa productiva y reproductiva de la vida (entre 20 y 40 afios).

1.3.3 PREVALENCIA

LES en la poblacién general a nivel mundial tiene una prevalencia entre 4 y 250 casos
por cada 100.000 habitantes. En Norteamérica, Asia y en el norte de Europa afecta a 40 de
cada 100.000 habitantes, y también se ha reportado que existe una mayor incidencia entre la

poblacion hispana y afroamericana (Hochberg, 1997).

1.3.4 PATOGENIA

Aun cuando no se conoce su etiologia, se han identificado tres factores basicos
relacionados con la patogenia LES: genéticos, hormonales y ambientales

Los factores genéticos se presentan mas frecuente (hasta 10 veces) en familiares de
pacientes con LES que en la poblacion general. Existe una mayor concordancia entre gemelos

idénticos (monocigotos) comparada con heterocigotos (60% vs 9%) (Conti, et al., 2012).
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Se ha visto una asociacién de LES con antigenos HLA clase Il (HLA-DR2 y HLA-DR3)
tanto en poblacién caucasica como africana (Smyth, et al., 2009). Ademas se ha relacionado a
LES con enfermedades hereditarias por deficiencia de complemento: C1r, Cls, C1, C4, C2,
C5 y C8 principalmente con deficiencia de C2.

La deficiencia parcial de C2 en heterocigotos es también mas frecuente, del 6% en
LES vs 1% en normales. Esta anomalia congeénita se asocia con HLA-A10 y HLA-B18 (Conti,
etal., 2012).

Los factores hormonales se presentan principalmente en mujeres e inicia con
frecuencia en los periodos cercanos a la menarquia, durante el embarazo o en el periodo
postparto, ademas se lo ha relacionado con el consumo de anticonceptivos orales, en particular
con los que contienen estrogenos (Smyth, et al.,, 2009). Los estr6genos aumentan la
produccidn de autoanticuerpos y son capaces de ocasionar depresion de la inmunidad celular
(Al et al., 2009).

Diversos factores ambientales estan relacionados con LES entre ellos esté: la relacion
entre la exposicion a la luz solar y/o infecciones viricas o bacterianas con el inicio o
exacerbacién de LES. La exposicion ocupacional a metales pesados como cadmio, mercurio,
oro y otros elementos relacionados con la produccién de anticuerpos antinucleares como
silice, pesticidas y polivinilo. La participacion de medicamentos en la induccion de
anticuerpos antinucleares como la procainamida, hidralazina, cloropromazina, isoniazida y
anticonvulsivantes, asi como la colocacion de implantes de silicona y la desnutricion proteico-

calorica (Alonso-Pérez, et al., 2011).
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FACTORES
AMBIENTALES

GENETICA | ¥ | HORMONALES

LUPUS
ERITEMATOSO
SISTEMICO

Cuadro 1. Factores implicados en la patogenia de Lupus eritematoso sistémico (M.J.J.E.)

1.3.5 MANIFESTACIONES CLINICAS

Entre las manifestaciones mas frecuentes de LES se encuentran la fatiga, astenia, fiebre
en la mayoria de los casos, pérdida de peso y malestar general. Las alteraciones en piel, pelo y
las mucosas ocupan el segundo lugar entre las manifestaciones clinicas (85% de los casos). El
eritema facial clasico en alas de mariposa (Figura 1) ocurre en 52% Yy es consecuencia
frecuente de fotosensibilidad; también se puede localizar en el torax, espalda y brazos
incluyendo lesiones eritematosas simétricas superficiales con zonas centrales atréficas

anulares (Wallace, et al., 2007).

Figura 1 Eritema Malar Clé&sico
(Adaptada de http://www.institutferran.org/lupus.htm)
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El lupus eritematoso discoide se localiza en la piel cabelluda, pabellones auriculares,
cara y cuello y se asocia con frecuencia a fotosensibilidad y fenémeno de Raynaud. La
alopecia y la fragilidad del pelo aparecenen el 70% de los pacientes y en general se
correlaciona con la actividad de la enfermedad. En el 40% de los pacientes con LES se
observan ulceraciones en mucosas orales y pueden presentarse vasculitis, lesiones bulosas,
purpura, equimosis y petequias (Wallace, et al., 2007).

Entre otras manifestaciones clinicas estan las musculo-esqueléticas que se caracterizan
por la presencia de artralgias y artritis en 95% de los casos y en ocasiones se prestan a
confusion con artritis reumatoide en particular en la etapa inicial, sobre todo porque se
localizan con frecuencia en las manos y en las rodillas. Algo semejante son la rigidez o
entumecimiento articular matutino y los nddulos subcutaneos. Radioldégicamente, no hay
disminucion en el espacio articular y pocas veces ocurren cambios como los descritos para la
artritis reumatoide (osteopenia yuxtaarticular y erosiones) (Deng, et al., 2010).

También se encuentran manifestaciones renales en donde el 50% de los casos se
expresan clinicamente como proteinuria. La biopsia renal es importante y la informacién es
mayor cuando se aplica microscopia electrénica o inmunofluorescencia (Wallace, et al., 2007).

Existen manifestaciones neuro-psiquiatricas que se caracterizan por un dafio directo
mediado por mecanismos inmunoldgicos o secundarios a dafios en otros érganos o por
complicaciones del tratamiento. Puede estar afectada cualquier area del sistema nervioso

central, periférico o autbnomo (Deng, et al., 2010).
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Se pueden presentar convulsiones en una sexta parte de los casos coincidiendo con
actividad del LES; con wuna frecuencia semejante para neuropatia periférica
(mononeuritis maltiple); ademas de estados depresivos y psicosis (en estas Ultimas no debe
soslayarse la posible intervencion de los corticoesteroides utilizados frecuentemente en LES).

Dentro de las manifestaciones cardiovasculares la pericarditis se presenta en 25% a
30% de los casos, a veces asociada con miocarditis. La valvulopatia mitral o aortica, en
ocasiones asociada con tromboembolia. La aterosclerosis es 9 veces méas frecuente en estos
pacientes en relacion con la poblacion general. Se puede observar un blogueo cardiaco
congénito en recién nacidos de madres con LES. Fenémeno de Raynaud® a veces precediendo
la aparicion de las manifestaciones generales con tromboflebitis en 10% de los casos y con
mayor frecuencia cuando coincide con la presencia de un anticoagulante circulante (Smyth, et
al., 2009).

Los pacientes con LES pueden presentar manifestaciones pleuropulmonares donde la
mas frecuente es la pleuritis con y sin derrame, pueden verse afectadas las vias respiratorias
incluyendo los pulmones; ademés pueden mostrar manifestaciones gastrointestinales como
la presencia de dolor abdominal (més frecuente en nifios), sintomas digestivos altos,
pancreatitis y arteritis mesentérica. Ademas de ascitis en 10% de los pacientes, Ulcera péptica,
apendicitis y diverticulitis con hepatomegalia en cerca del 30% de los pacientes, mas frecuente

en la infancia.

® Raynaud, Maurice Auguste Gabriel Raynaud, fue un médico francés (* 5 de julio 1834 - 29 de junio 1881)
quien describi6 por primera vez el fenémeno vasomotor hoy conocido como sindrome de Raynaud
(http://lwww.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/raynaudsdisease.html)
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En cuanto a las manifestaciones hematologicas la presencia de pdrpura
trombocitopénica que a veces es una manifestacion inicial y anticuerpos antifosfolipidos son
de mayor relevancia. Lo mas comun son la leucopenia y la anemia normocitica cronica; con
prueba de Coombs positiva para la deteccion de anticuerpos positivos fijados a la superficie de
los gldbulos rojos y presencia de adenopatia en un 50% de los pacientes (Antolin, et al., 1991;
Keeling, et al., 1993).

Ademas podemos encontrar otro tipo de manifestaciones como la conjuntivitis,
epiescleritis, la oclusion de la arteria central de la retina, la asociacién con el sindrome de
Sjogren y en muchos casos hay amenorrea. El parto normal sin complicaciones es lo habitual
en las pacientes lupicas bien controladas pero LES puede exacerbarse antes del parto y con
mayor frecuencia en el posparto. Los abortos suelen ser mas frecuentes en mujeres con LES

(Snaith, et al., 1996).
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Figura 2. El lupus es una enfermedad que puede producir inflamacion de diversos
organos, incluidos los rifiones, el tejido que recubre el corazén y los pulmones

(pleuritis y pericarditis) y el cerebro, asi como articulaciones y la piel. (Taumau, 2004)
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1.3.6 LABORATORIO

En pacientes con LES la anemia normocitica normocromica por trastornos en la
eritropoyesis es muy frecuente. La leucopenia leve a moderada de menos de 4,000/mm? se
presenta en la quinta parte de los casos, asi como linfopenia. La velocidad de sedimentacion
globular (VSG) esta invariablemente aumentada. La proteina C reactiva (PCR) rara vez es
positiva (excepto cuando se afiaden serositis 0 procesos infecciosos). En un 25% de los casos
se encuentra la prueba de VDRL (diagnostico serologico para sifilis) falso positivo. El
complemento sérico disminuye durante la etapa activa de LES.

Los anticuerpos antinucleares estan presentes en casi todos los pacientes y el patron mas
comdn es el homogéneo (Hochberg, 1997). Los anticuerpos anti-DNA se consideran
caracteristicos de LES. Existe una produccion excesiva de autoanticuerpos debido a la falla en
la tolerancia inmunoldgica que parece constituir el elemento central de la alteracion en el LES

y es el mecanismo del dafio tisular (Tan, et al., 1982).

1.3.7 TRATAMIENTO

Lo primero es informar al paciente que el concepto de LES se ha modificado
favorablemente en el curso de los dos Gltimos decenios y que se dispone ahora de mayores
recursos para su tratamiento, en donde el prondstico también es mucho méas favorable
(Wallace, 2010).

Es importante orientar al paciente sobre los factores desencadenantes como la
exposicion prolongada al sol, situaciones de fatiga o estrés, procesos infecciosos, embarazo y
postparto, asi como el efecto potencial de algunos medicamentos capaces de inducir la

formacion de anticuerpos antinucleares.
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En general se recomienda reposo adecuado, dieta baja en grasas de origen animal y
proteccion contra el sol. Siempre tener presente el potencial de infecciones oportunistas. Las
medidas anticonceptivas deben considerarse con precaucion por los inconvenientes con los
estrdgenos y progestagenos orales y los dispositivos intrauterinos (Wallace, 2010).

En el tratamiento sintomatico para pacientes con LES se recomienda la ingesta de
AINEs (antiinflamatorios no esteroideos) utiles para controlar los sintomas musculo-
esqueléticos. Cuando hay alteraciones dermatoldgicas y de fotosensibilidad, se aconsejan
las cloroquinas sin olvidar la poco frecuente pero posible afeccion retiniana relacionada tanto
con la dosis como con el tiempo de administracion de estos medicamentos. La mayoria de los
pacientes responden a los corticoesteroides a dosis variables dependiendo de los érganos
comprometidos y la gravedad del caso (Yildirim-Toruner y Diamond, 2011).

Los corticoesteroides deben administrarse durante la etapa activa del LES y reducir la
dosis gradualmente segln la respuesta clinica y las cifras de complemento (Barber, 2011). El
medicamento mas empleado es la prednisona. Se ha propuesto el empleo de pulsos 0 mega
dosis de metilprednisolona parenteral cuando no hay una respuesta satisfactoria a la via oral y
a otras medidas; en ocasiones se afiaden pulsos de inmunodepresores como la ciclofosfamida.

Lo mismo es pertinente con otras drogas citotoxicas como los andlogos de las purinas
(azatioprina) y del acido folico (metotrexate) e inmunodepresores de linfocitos T como es
la ciclosporina A. Otras medidas a mencionar son la plasmaféresis y la radiacion total con
resultados no concluyentes. La esplenectomia se practica eventualmente en casos de purpura
trombocitopenica y anemia hemolitica cuando no hay respuesta a corticoesteroides y/o

inmunodepresores (Yildirim-Toruner y Diamond, 2011).
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14 ARTRITIS REUMATOIDE

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune cronica que implica la
inflamacion de las articulaciones y tejidos circundantes. También puede afectar otros 6rganos
(Oda, et al., 2012).

Caracterizada por una actividad exagerada de ciertas células del sistema inmune, como
los linfocitos y macrdfagos, los cuales producen anticuerpos y citocinas, que promueven y
mantienen la inflamacion, produciendo engrosamiento de la membrana sinovial (Peakman,

2011).

1.4.1 HISTORIA

4 N
Primeros vestigios sobre AR se remonta al menos hasta 4500 afos antes
de Cristo

\ J

( N
Un texto fechado en 123 dC describe sintomas muy similares a la AR.

\ J
En el Viejo Mundo la enfermedad es préacticamente nula y rara antes
del afio 1600.

En 1859, la enfermedad adquirié su nombre actual.

Cuadro 2. Artritis reumatoide a través de la historia (M.J.J.E.)
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1.4.2 EPIDEMIOLOGIA

En la poblacién en general la prevalencia de la artritis reumatoide es de un 1%
aproximadamente, y varia sustancialmente segun el criterio de diagnosis utilizado.
La incidencia es de aproximadamente 3 casos nuevos cada afio por cada 10 mil habitantes.
La distribucién de la enfermedad es mundial, no obstante hay zonas con mayor prevalencia,
como los nativos americanos y zonas con menor gravedad, como el Africa subsahariana y la
poblacién africana del Caribe (Pfleger y Simmons, 2006).

Existe también una establecida variacion entre generos: varén/mujer en razon de 1:3
aproximadamente, probablemente por la influencia de los estrogenos, la variacion disminuye
con la edad (Speroff, et al., 1999; Felson y Nevitt, 1998). En las mujeres, la enfermedad suele
iniciarse entre los 30 y los 50 afios, mientras que en los hombres unos afios mas tarde y la
prevalencia aumenta con la edad para ambos sexos mostrandose una progresion temporal,

datos recientes abogan por una disminucion progresiva de la incidencia (Pfleger, 2006).

1.4.3 ETIOLOGIA

La causa de la AR sigue siendo desconocida, pero existen datos que indican que la
enfermedad podria ser desencadenada por una infeccion en individuos genéticamente
predispuestos (Scott, et al., 2010). Existen factores genéticos y ambientales que pueden tener
relacion con AR.

Dentro de los factores genéticos se encuentran pruebas de asociacion de AR con alelos
especificos del HLA-DR4 (70% frente al 30% del grupo control) y HLA-DR1. Estudios
epidemioldgicos muestran una concordancia bastante baja de AR en los gemelos homocigotos

(12-15%), en cualquier caso es mas alta que en heterocigotos (3-5%).
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Esto implica que los factores genéticos juegan un papel importante. Asimismo, la
probabilidad de aumentar el riesgo de padecer la enfermedad en familiares de primer grado de
pacientes con AR es de 1.5% (Neer, 1974)

Los factores ambientales que se toman en consideracion son el género femenino dado
que los estrégenos intervienen en la patogenia, inhibiendo a los linfocitos T inhibidores y
estimulando a los linfocitos T colaboradores o facilitadores; el tabaquismo y diversas

infecciones bacterianas y virales pueden influir en el padecimiento de AR (Majithia, 2007).

1.4.4 LABORATORIO

Una de las pruebas de laboratorio solicitadas con mayor frecuencia en la evaluacion de
pacientes con dolores articulares o en sospecha de enfermedad reumatica es el factor
reumatoide, en pacientes con artritis reumatoide la prueba es positiva en el 75 a 90% de los
casos (Symmons, 2003). Otras pruebas son la velocidad de sedimentacién globular (VSG) y
la proteina C reactiva las cuales no son especificas, debido a que se pueden observar valores

altos en algunas enfermedades o patologias que cursan con inflamacion o infeccion.

1.45 TRATAMIENTO

El tratamiento para pacientes con AR consiste en la administracion de leflunomida
20mg/dia durante 3 meses, en caso de intolerancia o efectos adversos a esta dosis estandar se
puede disminuir a 10 mg/diarios (Van Jaarsveld, et al., 2000).

El metotrexato en dosis 7,5 mg semanales durante el primer mes, si al mes persiste
artritis en cualquier localizacion se aumentara la dosis a 15 mg semanales y la sulfasalazina 2

g diarios durante 3 meses son parte del tratamiento para AR (Mottenen, et al., 2002).
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1.5 GENETICA DE LAS ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Dentro de los factores genéticos estudiados para las enfermedades autoinmunes, los mas
importantes se encuentran en los genes del Complejo principal de Histocompatibilidad
(CMH), que codifican para la traduccion del antigeno leucocitario humano (HLA) (Lie y
Thorsby, 2005). Sin embargo hay genes no HLA, que también estan involucrados en la
génesis de estas enfermedades (Michou, et al., 2007).

En los ultimos cinco afios se han encontrado cientos de variantes genéticas que
predisponen a diversas enfermedades autoinmunes (Cho y Gregersen, 2011), varias de estas
enfermedades comparten ciertas variantes genéticas (Cotsapas, et al., 2011).

Algunos genes que estan involucrados en enfermedades autoinmunes son: HLA-DRBL,
PNTP22, CTLA4, IRF5, STAT4, P2XR (Harley, et al., 2008; Graham, et al., 2008; Kochi, et

al., 2010).

1.6 GEN P2X7
El gen P2X7 pertenece a la familia de genes P2XR, conformada por siete miembros

(P2X1-7). Este gen ha sido encontrado en mamiferos y en oviparos, pero no en invertebrados.

fP2X, cP2X, hP2X,

ZiP2Xy mP2X.

rP2Xg

rP2X¥5
mP2X; hP2X,

zZiP2X;

mP2¥;

rP2X;

Figura 3. El dendograma muestra la relacion de 29
subtipos del gen P2X. La familia de genes P2X7 en
Homo sapiens (h), Rattus norvegicus ®, Mus musculus
(m), Cavia porcellus (gp), Gallus gallus (c), Danio
rerio (zf), Rana catesbeianaz (bF), Xenopus laevis (x),
Rubripes Takifugu (f). Las elipses indican una

aparente relacion entre subfamilias (North, 2002)
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El gen P2X7 tiene un tamafo de 53 kb con 13 exones y se localiza en la region
cromosomica 12g24.31 (Nifio-Moreno, et al., 2007). Codifica para un polipéptido de 595
aminoacidos de largo denominado “Receptor P2X7” se expresa en la membrana celular y se
activa principalmente por adenosin -5’-trifosfato (ATP) (Adinolfi, et al., 2005). Otros tipos de
células donde se expresa este receptor son neuronas, macréfagos, celulas dendriticas,

fibroblastos, linfocitos y células endoteliales (Coutinho-Silva, et al., 2009).

1.6.1 Receptor P2X7

El receptor P2X7 (Figura 4) pertenece a la familia de receptores P2X (P2XR) ATP-
dependientes permeables y no selectivos a iones como: Na', K* y Ca?*. Su capacidad
de actuar directamente sobre los conductos para la entrada de Ca®* o indirectamente como
activadores de los canales de Ca** dependientes de voltaje se basa en sus multiples respuestas
en los tejidos. Los canales son complejos oligoméricos compuestos por subunidades de la
proteina codificada por siete genes diferentes P2XR (P2X1-P2X7 nombrados asi por el orden

de clonacidn) expresados en los genomas de los mamiferos y otros vertebrados.

Pannexina-1
Porina

Moléculas Organicas

(<800 Da)
/ \ ATP, NAD, colorantes
Proteinas asociadas: Despolarizacién, 1 Ca?*;
HSP90; Laminina 3; PS Flip;
integrina 2; actina; JNK; p38
actinina; P4K; RPTP Rho/ ROCK/blebbing
PLD/PLA2

Figura 4. Esquema del Receptor P2X7 y proteinas asociadas (Gu-Ben, et al., 2009)

25



Los genes humanos P2X7 y P2X4 estan situados muy cerca uno del otro en el
cromosoma 12, posicion 12g24.31 y estan separados por menos de 24 kilobases (Gu-Ben, et
al., 2009).

Los siete tipos de receptores comparten una estructura similar que comprende dos
segmentos transmembranales con proteinas de 472 aminoéacidos (Freist, et al., 1998), un bucle
extracelular que contiene 10 cisteinas distribuidas homogéneamente, residuos conservados de
lisina y de glicina ademas de tres sitios de N-glicosilacién (Asn-X-Ser/Thr), y sus amino y
carboxilo-terminal se localizan del lado intracelular (Surprenant, et al., 1996; Buell, et al.,
1998), seguidas por un tramo largo de aminoacidos Phe 188 - Val 321 que forma seis hojas
antiparalelas tipo B (Dubyak, 2007).

Los extremos amino y carboxilo-terminal de P2X7 (AA 352 y 595) son de mayor
tamafio comparados con los deméas miembros de la familia P2X. Estos extremos son cruciales
para la formacion del canal (poro) en P2X7, la transduccion y la sefializacién. Varios estudios
sugieren que P2X7 puede funcionar como un sistema de sefializacién complejo al interactuar
con diversas proteinas intracelulares a través de su C-terminal (Gu-Ben, et al., 2009).

Se han encontrado similitudes entre la region de hojas B y el dominio del catalizado de
clase Il de la sintetasa aminocil-tRNA sintetasas. Estas hojas B son parecidas a residuos que
comprenden el sitio de union a ATP, desde la sustitucion de 2 aminoacidos comprendidos en

la region Lys193 y Lys311 (Gu-Ben, et al., 2009; Dubyak, 2007).
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1.6.2 Agonistas del receptor P2X7

Se ha encontrado moléculas que funcionan como agonistas para el receptor P2X7 como
el 2, 3 - (benzoil-4-benzoil)-ATP (BzATP) que estimula al receptor P2X7 de manera mas
potente que el ATP y se evidencia a través de la reduccién de la concentracion de calcio y
magnesio, pero BzATP no es un agonista selectivo para P2X7, debido a que estimula otros
receptores P2X. Otras moléculas como el ADP (adenosin difosfato) y AMP (adenosin
monofosfato) son agonistas muy débiles del receptor P2X7 (Donnelly-Roberts y Jarvis, 2007).

Sin embargo, después de una breve exposicion al ATP, la eficacia de ADP y AMP
aumenta, esto ha hecho suponer que una breve estimulacién inicial con ATP provoca un
cambio mas duradero en el receptor, que altera su capacidad selectiva para discriminar entre
ATP, ADP y AMP (North, 2002).

La Figura 5 muestra la estructura molecular de los agonistas para el receptor P2X7.
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Figura 5. Estructura molecular de agonistas del Receptor P2X7 (Donnelly-Roberts y Jarvis, 2007).
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1.6.3 Antagonistas de receptor P2X7

Existen cinco tipos de antagonistas para este receptor (Figura 6), en el primer grupo se
encuentran los iones como el calcio, magnesio, zinc y cobre que inhiben la corriente generada
por el ATP, en un proceso independiente del voltaje. El segundo tipo son los receptores
similares a P2X7 como la surimina, PPADS vy el inhibidor mas potente es el azul brillante G,
que es capaz de inhibir al receptor en concentraciones nano-molares (Gunosewoyo, et al.,
2009).

El tercer grupo involucra dos grandes cationes organicos: calmidazolium y KN-62, el
calmidazolium bloguea también otros canales i6nicos incluyendo los canales dependientes de
nucleotidos ciclicos. Calmidazolium tiene un ndcleo imidazolico cargado, rodeado por
cuatro restos de clorobencenos. KN-62 es una piperazina que se utiliza como un inhibidor de
la proteinquinasa tipo Il calcio/calmodulina-dependiente.

La cuarta clase de antagonistas P2X7 es el 17-p-estradiol, se ha reportado que bloquea
corrientes provocadas por BzZATP (Gunosewoyo, et al., 2009). El ultimo, antagonista es un

anticuerpo monoclonal especifico para el receptor P2X7 (Buell, et al., 1998; Chessell, et al.,
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L-tirosil)-4-fenilpiperazina

Figura 6. Estructura molecular de antagonistas del Receptor P2X7 (Gunosewoyo, et al., 2009)
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1.6.4 Permeabilidad de la membrana plasmatica a través del receptor P2X7.

La permeabilidad de este receptor ha sido estudiada mediante el uso de colorantes como
el bromuro de etidio, debido a sus propiedades fluorescentes ademas, que se intercala en los
acidos nucleicos dando asi una medida directa de su entrada a las células (Erb, et al., 2006).

P2X7 es un receptor ionotropico del canal de cationes, que bajo la accion de dosis bajas
de ATP abre el canal catiénico de manera reversible permitiendo influjo de Na*, Ca?* y eflujo
de K", provocando induccion en la apoptosis y liberacion de interleucina madura (1L)-1pB
(Yoshioka y Nakata, 2004).

La activacion de P2X7 inicia una serie de eventos que incluyen la activacion de
panexina-1, la activacion de la cascada de caspasas, el ensamble del inflamasoma generando la
liberacion de IL-1p hacia el espacio extracelular provocando inflamacion (Figura 7) (Faustin,

etal., 2007).

Bacterial PAMPs Mature-IL-1§
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NF- xB‘
i ~ pro-IL- m@__,.

Activated Inflammasome
Active Caspase-1

Malure L-1p

Figura 7. Esquema de la funcién del Receptor P2X (Vasileiou, et al., 2010)
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La estimulacion sostenida con mayores dosis de ATP o la estimulacion repetida con
pulsos secuenciales de ATP, induce la formacion de un poro permeable a grandes moléculas
de peso molecular (100-457 Da), como N-metil-D-glutamina (NMDG) (Dinarello, 2005); que
genera en linfocitos B y T un poro con un tamafio molecular de poco méas de 300 Da.

En la Figura 8 se observa la apertura de los canales ionicos a traves del receptor P2X7
dependiente de ATP, (A) muestra la apertura del canal permeable a moléculas pequefias como
cationes Na*, K*, Ca"™" por induccion de bajas concentraciones de ATP; (B) indica la apertura
del canal a moléculas de mayor tamafio debido a la estimulacion de altas concentraciones de

ATP.

NMDG*
YO-PRO-12+
5

B Na*
K+ NMDG*
P2X» . Ca%* o YO-PRO-12+
7 ') M

—_— =D

=

Figura 8. Apertura de canales iénicos a travées del Receptor P2X7 dependiente de ATP (North, 2002)
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1.6.5 Muerte celular y receptor P2X7

La estimulacion de P2X7 puede conducir a la apoptosis o necrosis de macréfagos
infectados y células epiteliales (Figura 9), que se produce a través de la activacion de
fosfolipasa D (PLD) que da lugar a la fusion de lisosomas y vacuolas infectadas, la
acidificacion de las vacuolas, asi como la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS).

La inhibicion de la sefializacion P2X7 parece ser critico para la propagacion de algunas
infecciones, ya que la muerte celular mediada por P2X7 tiene un mayor impacto en el
desarrollo de patdgenos intracelulares, que la muerte de la célula huésped inducida a través de

otros receptores de superficie como TLR1, TLR2 (Qu, et al., 2007).

CELULA
APOPTOTICA

Figura 9. Muerte de un linfocito por el receptor P2x7

(Adaptada de U.S. National Library of Medicine)
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1.6.6 Regulacion de la membrana plasmatica por el receptor P2X7: composicion vy el
trafico

La regulacion del receptor P2X7 en el paso de fosfatidilserina (PS) desde el medio
extracelular al espacio intracelular y su distribucion en la membrana plasmatica (MP) es una
sefial bien caracterizada que facilita:

1.- La apoptosis de celulas senescentes 0 cuerpos apoptoticos por fagocitos
especializados o0 no especializados.

2.- La activacion de las plaguetas mediada por la respuesta hemostatica. La parte
exterior de la bicapa de la membrana plasmatica de eucariotas contiene predominantemente
esfingomielina y fosfatidilcolina, mientras que la parte interior se encuentra enriquecida con
aminofosfolipidos, como la fosfatidiletanolamina. La distribucion de fosfolipidos en la parte
exterior e interior de la MP estd estrechamente regulada por mecanismos enzimaticos

especializados que incluyen "Flippases”, "floppases”, y "scramblases” (North, 2002).

1.6.7 POLIMORFISMOS

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP’s) son variaciones de una secuencia de
ADN que ocurren cuando un solo nucledtido en la secuencia es diferente de la normal en mas
del 1% de la poblacion.

Cuando los SNP’s ocurren dentro de un gen, crean diferentes variantes, o alelos del gen.
El gen P2X7 es altamente polimorfico y se han relacionado 32 variantes dependiendo el

aminoacido alterado (Benjamin, 1994).
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En general la presencia de polimorfismos se relaciona con la pérdida de la funcion del
receptor, dentro de los polimorfismos mas comunes del gen P2X7 se encuentra el
polimorfismo A1513C.

De los polimorfismos del gen P2X7, el A1513C cambia &cido glutamico por alanina en
el residuo 496 (Glu496 a Ala) en una zona conservada del carboxilo terminal del receptor,
tiene una frecuencia alélica de 0.14-0.18 en condiciones normales en las poblaciones
caucasicas. Esta region estd implicada en las interacciones proteina-proteina, que incluyen
sitios de union a lipopolisacaridos bacterianos, asi como la unién a a-actina. Este
polimorfismo es de origen natural y la pérdida de la funcion del receptor causa la incapacidad
para desencadenar la formacién de poros e induccién de la apoptosis (Starczynski, et al.,
2003).

Diferentes estudios han demostrado que la homocigosis para el alelo C (C/ C) lleva a la
pérdida casi completa de la funcion P2X7 y alrededor del 50% de reduccion en los individuos
heterocigotos. En esta pérdida de funcion es probable que se bloquee la unién de ATP al
dominio extracelular del receptor. Por otro lado debido a que la apoptosis mediante el receptor
P2X7 se altera en presencia del alelo C (alelo menor) su expresion podria dar lugar a la
acumulacion de células neoplésicas (Wiley, et al., 2002).

El polimorfismo A1513C en cuanto a procesos infecciosos, se lo ha relacionado con la
liberacion reducida de IL1-B e IL18 en monocitos humanos (Sluyter, 2004). La IL1-B se
encuentra en cantidades elevadas en pacientes con AR (Sluyter, 2004; Oda, et al., 2012).
Ademas la presencia de este polimorfismo se ha asociado a una alteracion de la respuesta
inmune como la muerte de micobacterias por macrofagos humanos y a la patogénesis de

leucemia linfocitica cronica y tuberculosis (Saunders, et al., 2003; Houlston, et al., 2003).
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JUSTIFICACION

El lupus eritematoso sistémico y la artritis reumatoide son enfermedades autoinmunes
que involucran una inflamacién cronica por la presencia de multiples autoanticuerpos
dirigidos contra los componentes del nucleo celular, citoplasma y superficie celular. Existe
una activacion de los linfocitos T y una sintesis anormal de citocinas.

Tanto LES como AR se consideran enfermedades poligénicas en las cuales los genes
que estan involucrados no se han caracterizado completamente pero existen varios loci para la
susceptibilidad de LES en humanos y algunos de estos se han identificado en la region 12924,
region en donde se localiza el gen que codifica para el receptor P2X7. El receptor P2X7
participa en la liberacion de IL1p misma que se encuentra en cantidades elevadas en pacientes
con AR.

El gen P2X7 es un gen que participa en una variedad de trastornos infecciosos e
inflamatorios debido que se expresa principalmente en células derivadas de meédula dsea
(monocitos, macrofagos y linfocitos), en donde se conoce que participa en diversas funciones
como proliferacion celular, fusién de macrofagos, activacion y maduracion de células T,
muerte bacteriana intracelular en macréfagos, induccion de apoptosis, liberacion de 1L1-p,
entre otras.

La estimulacién de P2X7 puede conducir a la apoptosis o necrosis de las células, por tal
motivo los polimorfismos del gen P2X7 podrian tener un papel importante en la respuesta
inmunoldgica y la susceptibilidad a la patogénesis de las enfermedades autoinmunes como

LES y AR.
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Estudiar la relacion entre el polimorfismo A1513C del gen P2X7 con la patogénesis de 2

enfermedades autoinmunes inflamatorias.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Conocer las frecuencias alélicas y genotipicas del gen P2X7 en una poblacion
mexicana con enfermedades autoinmunes inflamatorias (lupus eritematoso
sistémico y artritis reumatoide) y un grupo control sano.

= Relacionar las frecuencias genéticas de lupus eritematoso sistémico y de artritis
reumatoide con sus parametros clinicos y bioguimicos.

= Conocer la asociacion del polimorfismo A1513C del gen P2X7 con la
susceptibilidad a las enfermedades autoinmunes inflamatorias (lupus eritematoso
sistémico y artritis reumatoide).

= Relacionar estadisticamente las frecuencias genéticas con otras poblaciones

previamente reportadas a nivel mundial.

HIPOTESIS
Una alta frecuencia del alelo menor (alelo mutado) del gen P2X7, se asociara con las
enfermedades autoinmunes inflamatorias y por lo tanto se podra evidenciar un aumento en la

susceptibilidad de las mismas.
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METODOLOGIA
51 METODOS
5.1.1 TIPO DE INVESTIGACION

Estudio transversal de casos y controles

5.1.2 POBLACION Y MUESTRA
Pacientes del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” de la ciudad de
México: 80 pacientes con Lupus eritematoso sistémico, 80 pacientes con Artritis reumatoide y

114 pacientes control.

5.1.3 CRITERIOS DE SELECCION
De inclusion:
e Pacientes diagnosticados con LES y AR de acuerdo a los criterios del Colegio
Americano de Reumatologia (American College of Rheumatology ACR)
e Pacientes que acepten participar en el estudio y que firmen una carta de
consentimiento informado. (Ver anexo 1).
De exclusion
e Pacientes en desacuerdo con el estudio y /o que no firmen la carta de

consentimiento.
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5.1.4 VARIABLES

En la Tabla 1, se muestran todas las variables, asi como, la definicion, medicion,
indicador y escala de acuerdo a la enfermedad: lupus eritematoso sistémico y artritis
reumatoide.

Tabla 1. Definicion y operacionalizacion de variables (M.J.J.E.)

VARIABLES ENFERMEDAD | DEFINICION |MEDICION | INDICADOR | ESCALA
El del nombre que P taie d
puede ser Masculino orcentaje de
acompafiado por varones
atributos femeninos
GENERO LES/AR y que no es comin Cualitativo
ni epiceno. Lo . . Porcentaje de
mismo para emenino mujeres
atributos
masculinos
Tiempo que una .
EDAD LES/AR persona ha vivido Afios Prorzgg;o de Cuantitativo
desde que nacid
Tiempo desde que .
TIEMPO DE N ~ Promedio de -
EVOLUCION LES/AR inicio la Afios afios Cuantitativo
enfermedad
Porcentaje de
TABAQUISMO LES/AR Habito de fumar Si/No personas que | Cualitativo
fuman
Porcentaje de
ALCOHOLISMO LES/AR Habito de ingesta | ;)\, personas qué | - - litativo
de alcohol consumen
alcohol
Células sanguineas
que son los i ,
LEUCOCITOS LES/AR efectores celulares 1(5388? ) ngizﬁoge Cuantitativo
de la respuesta W
inmune
Fragmentos
citoplasmaticos
pequefios que estan i .
PLAQUETAS LES/AR involucrados en la | (120000~ | Promediode | o iy
h . 450000/pl) plaquetas
emostasia para la
formacion de
coagulos
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VARIABLES ENFERMEDAD | DEFINICION |MEDICION | INDICADOR | ESCALA
Tipo de leucocito
de menor tamafio,
con jerarquia
LINFOCITOS LES/AR inmunolégica (1500- | Promediode |~ o ouiiotive
principalmente en 4000/pl) linfocitos
la inmunidad
especifica o
adquirida
Mide la presencia
de IgM especifica Porcentaje de
contra las pacientes con
FACTOR inmunoglobulinas Positivo/ _—
REUMATOIDE LES/AR IgG anormales Negativo factor_ Cualitativo
. reumatoide
producidas por los OSitivo
linfocitos de la P
membrana sinovial
Presion que ejerce
PRESION ARTERIAL AR la sangre circulante Normal Promgdlo de.la Cuantitativo
sobre las paredes 120/80 presion arterial
de los vasos
Complemento que
tiene un papel (70- Promedio de I
3 LES importante en la 162mg/dI) C3 Cuantitativo
inflamacion
Complemento que
ca LES tiene un papel | 4 350y | Promediode | o iativo
importante en la c4
inflamacion
Complemento
hemolitico al 50%,
indica la actividad Promedio de I
CH50 LES del sisterna del (80-320UH) CHS50 Cuantitativo
complemento al
50%
Mide la velocidad
con la que
sedimentan los .
o Hasta Promedio de _—
VSG LES erltrocn,os enun 12mm/h VSG Cuantitativo
periodo
determinado
tiempo
Proteina plasmatica
que aumenta sus (0.06- Promedio de I
PCR LES niveles en 10.9mg/L) PCR Cuantitativo
respuesta a la
inflamacién
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VARIABLES ENFERMEDAD | DEFINICION |MEDICION | INDICADOR | ESCALA
Medicamento que
se utilizaen el .
. Porcentaje de
tratamiento de ersonas due
CICLOFOSFAMIDA LES linfomas, algunas | Si/No P oo | Cualitativo
leucemias y lupus . .
. ciclofosfamida
eritematoso
sistémico
Anticuerpos
anticardiolipina,
estan dirigidos
contra la
cardiolipina y se
encuentra en Porcentaje de
ANTICARDIOLIPINA LES diversas Si/No personas con | Cualitativo
enfermedades con anticardiolipina
sifilis, sindrome
antifosfolipido o
LES son
anticuerpos
antimitocondriales
Sensacién
abrumadora de .
cansancio Porcentaje de
FATIGA LES cansancio y Si/No personas que | Cualitativo
disminucion del . .
. refieren fatiga
trabajo mental y
fisico
Enfermedad con
signos y sintomas Porcentaje de
ACTIVIDAD DE LA que indican . pacientes con I
ENFERMEDAD LES actividad como Si/No enfermedad Cualitativo
caida de cabello, activa
fatiga, rash, etc.
ANA: anticuerpos Porcentaie de
ANTICUERPOS LES que tiene como Positivo/ aciente; con | Cualitativo
ANTINUCLEARES blanco el contenido | Negativo P o
., ANA positivo
del nucleo celular
Anti Smith, .
s
ANTI SM LES existen anticuerpos Si/No P e Cualitativo
. especificidad
contra una proteina .
. . para anti Sm
ribonucleica
Determina si .
. - Porcentaje de
existen anticuerpos acientes con
ANTI DNA LES contra el &cido Si/No P e Cualitativo
- . especificidad
desoxirribonucleico ara anti DNA
DNA P
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VARIABLES ENFERMEDAD | DEFINICION |MEDICION | INDICADOR | ESCALA
Determina Porcentaje de
ANTI RNP LES anticuerpos contra Si/No zzgleecri];?;ggg Cualitativo
ribonucleoproteinas para anti RNP
Anticuerpos contra E:(Z?eer?tt:;ecgﬁ
ANTI RO/SSA LES nbonucl;ooprotelnas Si/No especificidad Cualitativo
para anti Ro
Anticuerpos contra ng?;:t?gigﬁ
ANTI LA/SSB LES ribonucleoproteinas Si/No P e Cualitativo
Ro especificidad
para anti La
Signo médico que
consiste en Porcentaje de
RASH MALAR LES enrojecimiento Si/No pacientes que | - - litativo
facial conocido refieren rash
como alas de malar
mariposa
Inflamacién o Porcentaje de
ARTRITIS LES desgaste de las Si/No pacientes que | Cualitativo
articulaciones refieren artritis
Porcentaje de
ARTRALGIAS LES Dolor de las Si/No pacientes que | o litativo
articulaciones refieren
artralgias
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5.2 DISENO EXPERIMENTAL
5.2.1 DIAGNOSTICO DE LUPUS Y ARTRITIS

El diagnostico de LES y AR, fue realizado por 2 médicos pertenecientes a la consulta de
reumatologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” de la ciudad de México.
Para el diagnostico de LES se tomo en consideracion los siguientes criterios:

e Sintomas que cuenta el paciente.

e Exploracion fisica.

e Anadlisis de sangre y orina, en sangre la disminucion del nimero de leucocitos,

linfocitos, hematies y plaquetas y en orina la presencia de proteinuria.
e Deteccion de anticuerpos antinucleares (ANA) y anticuerpos anti DNA positivos.

En el diagnostico de AR fueron considerados los siguientes puntos:

Rigidez matutina articular y peri-articular, mayor de 1 hora de duracion.
e Artritis de 3 0 més areas articulares afectadas simultaneamente.
e Artritis de al menos 1 area incluyendo la mufieca y articulaciones de la mano. Artritis
simétrica afectando la misma area articular.
e Nobdulos reumatoides.
e Factor Reumatoide positivo en sangre.
e Cambios radiogréaficos tipicos de la artritis reumatoide en manos y mufiecas: estos
cambios fueron erosiones y descalcificacion Osea.
Todos los pacientes fueron diagnosticados y que estuvieron de acuerdo con participar en este

estudio firmaron una carta de consentimiento firmando para ser incluidos en la investigacion.
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5.2.2 EXTRACCION DE DNA

La extraccion de DNA se realizo por la técnica de expulsion salina (Miller, et al., 1988)
como se muestra en el anexo 2.
5.2.3 ESTUDIOS MOLECULARES
A.  POLIMORFISMO A1513C

Este polimorfismo se determind mediante una PCR en tiempo real en un equipo CFX96
Real-time System BIORAD (Figura 10); siguiendo los parametros mostrados en la Figura 11.

e Alelol (FAM) = Alelo C: GCTGTGCTGCCGGAAAAAGCCGGGG

e Alelo2 (VIC) = Alelo A: CCTGAGAGCCACAGGTGCCTGGAGG

Figura 10. Equipo CFX 96 Real-time System BIORAD

952 | ]
10min | 92¢ R
i 15 seg 60% ; N
| 1min i D
45 ciclos

Figura 11. Parametros de la PCR en Tiempo Real
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5.2.4 ANALISIS ESTADISTICO

Las frecuencias tanto alélicas como genotipicas del polimorfismo A1315C del gen
P2X7 se obtuvieron por conteo directo.

Los datos se expresan como la media desviacion estandar (SD). Las frecuencias se
expresan como porcentajes. La asociacion entre las variables continuas se llevé a cabo por
correlacion de Pearson.

La fuerza de las asociaciones se calculé como riesgo relativo por el método de Woolf,
razon de momios (OR), para lo cual se realiz6 una tabla de contingencia de 2 X 2, también se
realiz6 la prueba de chi cuadrado (x?) para determinar la significancia estadistica de las
asociaciones. Un valor de p menor de 0.05 fue considerado significativo. Todos los andlisis se

realizaron con el programa estadistico SPSS v.17 (SPSS Inc. Chicago, IL)

RESULTADOS

De un total de 274 pacientes que cumplian los requisitos de inclusion, Gnicamente se
analizaron 251 pacientes, esto se debi6 a que 23 pacientes no estuvieron de acuerdo en
participar en el protocolo. Se estudiaron 69 pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico, 70
pacientes con Aurtritis reumatoide y 112 pacientes controles.

El equilibrio de Hardy—Weinberg mostr6é los siguientes resultados para el grupo de
pacientes con LES el valor de x*=1.05, p =0.30, mientras que para el grupo de AR fue x’=
0.08, p=0.76, y para los controles fue x’= 1.44, p= 0.23, lo que significa que la poblacién de

estudio es heterogenea y cumple el equilibrio de H-W.
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Para las dos enfermedades en estudio, se realizé el andlisis de las caracteristicas clinicas
y bioquimicas, posteriormente se realizo la genotipificacion de cada paciente para conocer las
frecuencias alélicas y genotipicas, finalizando con la distribucion de las caracteristicas clinicas
por genotipo.

La Grafica 1 indica la distribucion de los 3 grupos de estudio por género: para LES, las
mujeres representaron el 88.4% y los hombres el 11.6%, para AR el 81.4% fueron mujeres y el
18.6% fueron hombres; mientras que para el grupo control el 56.2% fueron mujeres y los

hombres representaron el 43.8%.

100 ~
90 -
80 -
70 A
60 -
50 A
40 -~
30 A
20 A

= MUJERES
®HOMBRES

%

LES AR CONTROLES

Gréfica 1. Distribucion de los grupos (LES, AR y Controles) por género

La Grafica 2 muestra la edad promedio para los 3 grupos de este estudio, para los
pacientes con LES la edad promedio fue de 35.6+14.7 afios, para los pacientes con AR la edad
promedio fue de 52.6x£17.5 afios y para el grupo control la edad promedio fue de 34+10,1

anos.
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Gréfica 2. Edad promedio de los grupos en estudio

ANALISIS PARA LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

La Tabla 2 muestra las principales caracteristicas clinicas de los pacientes con LES,
donde se observa que el valor de la media de los linfocitos es de 1253.6+567.3 que se
encuentra por debajo del valor de referencia que va desde 1500 a 4000 linfocitos/pl.

Se pudo evidenciar un incremento en la velocidad de sedimentacion globular (VSG)
con un valor de 24.8+12.28 excediendo al valor de referencia (hasta 12mm/h). Las demas

caracteristicas clinicas se encuentran dentro de los valores de referencia.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de LES expresadas como valores de mediatDS y en

porcentaje (%)

CARACTERISTICAS CLINICAS DE VALOR DE
RESULTADOS
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO REFERENCIA
EDAD (afios) 35.6 + 14.7
GENERO FEMENINO % 88.4 Cualitativo
MASCULINO % 11.6 Cualitativo
TIEMPO DE EVOLUCION (afos) 6.26 £ 4.2
LEUCOCITOS /ul 5734.7 + 2288.6 4000 — 10000
PLAQUETAS/ pl 210144 + 85178.5 150000 — 450000
LINFOCITOS/ pl 1253.6 £ 567.3 1500 — 4000
C3 (mg/dI) 81.4 +23.8 70 — 162
C4 (mg/dI) 133+7.2 10 - 32
CH50 (UH) 128.2+99.1 80— 320
VSG (mm/h) 24.8 +£12.28 Hasta 12
PCR (mg/L) 9.8 +22.08 0.06 — 10.9
TABAQUISMO % 13 Cualitativo
ALCOHOLISMO % 5.8 Cualitativo
CICLOFOSFAMIDA % 15.9 Cualitativo
ANTICARDIOLIPINA % 26.1 Cualitativo
FATIGA % 5.8 Cualitativo
ACTIVIDAD DE ENFERMEDAD % 8.7 Cualitativo
ANTICUERPOS ANTINUCLEARES % 66.7 Cualitativo
ANTI SM % 15.9 Cualitativo
ANTI DNA % 39.1 Cualitativo
ANTI RNP % 20.3 Cualitativo
ANTI RO/SSA % 11.6 Cualitativo
ANTI LA/SSB % 2.9 Cualitativo
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FACTOR REUMATOIDE % 8.7 Cualitativo
RASH MALAR % 23.2 Cualitativo
ARTRITIS % 10.1 Cualitativo
ARTRALGIAS % 24.6 Cualitativo

En todos los casos se obtuvo el DNA y se realizé la amplificacion de DNA mediante la
técnica de PCR en Tiempo Real. (Figura 12). Por discriminacion alelica se determind el

genotipo de cada paciente (Figura 13) para el polimorfismo A1513C.

Amplification

Cycles

Figura 12. Amplificacion de DNA por PCR en Tiempo Real
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Figura 13. Discriminacion alélica para el polimorfismo A1513C
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En los pacientes con LES, la frecuencia observada fue: genotipo AA de 58.0%, para el
genotipo CC de 2.9% y para el genotipo AC de 39.1%. La frecuencia alélica para el alelo A es

de 77.5% y para el alelo C es de 22.5%. (Grafica 3).

100 -
80 -
mAA
60 -
cc
S
40 - AC
A
20 - | cc
0
AA cc AC A cc
GENOTIPO ALELOS

Gréfica 3. Frecuencias genotipicas y alélicas para Lupus Eritematoso Sistémico

La tabla 3 muestra las caracteristicas clinicas de LES de acuerdo al genotipo, en donde
se encontré niveles bajos de linfocitos (1222.5+550.7/ pl) en homocigotos AA, en
homocigotos CC de 1300+848.5/ul y en heterocigotos AC de 1296.3+596.5/pl; ademas de un
valor bajo para C4 para los homocigotos CC de 8.85+6.6 y para CH50 10+0.0 un valor por
debajo de lo normal; en cuanto la velocidad de sedimentacion globular (VSG) los valores se
encuentran elevados en los 3 genotipos para el genotipo AA de 25+11, para el genotipo AC de
24+14.26 y para CC de 32+11.3, mientras que el valor de PCR también se encuentra elevado
para el genotipo AC (11£32.06) y el genotipo CC (13.9+14.23). El resto de pardmetros

clinicos se encuentran dentro del valor de referencia para los tres genotipos.
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Existe una diferencia significativa (p<0.05) entre los pacientes de LES con los genotipos

AC vs AA en cuanto al género, VSG, alcoholismo, fatiga, anti-Sm, anti-Ro/SSA 'y el factor

reumatoide. Entre los genotipos AC vs CC hay diferencia significativa en el tiempo de

evolucion, tabaquismo, fatiga y anticuerpos antinucleares. Comparando al genotipo AA con el

genotipo CC existe una significancia en tabaquismo, alcoholismo, anticardiolipina, fatiga,

anticuerpos antinucleares, anti-Sm y anti-Ro/SSA.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de LES por genotipo

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LES POR GENOTIPO

AA AC cC

EDAD 37.25+1524 | 33.78+14.13 | 290169
GENERO | FEMENINO % 60.65 ¢ 36.06 3.27

MASCULINO % 375 625
TIEMPO DE EVOLUCION | 7.03 + 4.63V 54136 2.50 £0.70
LEUCOCITOS /ul 54475+ 2051.6 | 6218.5  2638.7 | 4950 * 353.6
PLAQUETAS/ 203950 + 219370 + 209500 +
LINFOCITOS/ pl 12225 +£550.7 | 1296.3+596.5 | 1300 + 8485
C3 (mg/dI) 79.9 £ 21.3 83.3+27.6 81+ 22.6
C4 (mg/dl) 134 £6.7 1368 8.85 £ 6.6
CH50 (UH) 1215+ 96.1 160 + 104.74 10+ 0.0
VSG (mm/h) 25+ 11 24+ 14.26 32+11.3
PCR (mg/L) 8+ 12.06 11 +32.06 13.9 £ 14.23
TABAQUISMO % 66.6V, % 33.3
ALCOHOLISMO % 50e 4 50
CICLOFOSFAMIDA % 54.5 45.5
ANTICARDIOLIPINA % 44,444 44.44 11.11
FATIGA % 254V, 8 50%* 25
ACTIVIDAD DE 66.66V 16.6 16.6
ANTICUERPOS 52,17V, 43.47 4.34
ANTI SM % 18.18¢ & 72.7 9.09
ANTI DNA % 44.44 51.85 37
ANTI RNP % 42.85 50 7.14
ANTI RO/SSA % 1256 & 75 125
ANTI LA/SSB % 50 50
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FACTOR 83.3¢ 16.7

RASH MALAR % 50 37.5 12.5
ARTRITIS % 57.14 28.57 14.28
ARTRALGIAS % 58.82 35.29 5.88

¢ p<0.05 AC vs AA; V p<0.05 AC vs CC; & p<0.05 AAvs CC

Se realizaron comparaciones mediante el andlisis de ANOVA Post-hoc entre grupos

utilizando la prueba de Tamhane divididas por genotipo para los pacientes con LES en donde

hubo diferencias significativas (p<0.05) ente el genotipo AC vs CC en el tiempo de evolucion,

tabaquismo, ciclofosfamida, anticardiolipina, anticuerpos antinucleares, factor reumatoide y

rash malar (Ver Tabla 4).

Tabla 4. Comparaciones Post-hoc entre grupos por la prueba Tamhane divididos por

genotipo para LES

ACvs CC AAvs CC
LES Diferencia de Diferencia de
Error p Error P
medias medias
TIEMPO DE EVOLUCION 2.907"| 0.8560.031 -4525" 0.887| 0.002
TABAQUISMO 0.519°| 0.172(0.017 0.950° 0.160| 0.000
CICLOFOSFAMIDA -0.300 0.114| 0.037
ANTICARDIOLIPINA 1.000" | 0.151(0.000 1.325 0.126 | 0.000
AC. ANTINUCLEARES 0.519°| 0.172]0.017 0.750° 0.151| 0.000
FACTOR REUMATOIDE -0.275 0.107 | 0.043
RASH MALAR 0.926" | 0.118]0.000 1.125 0.114| 0.000

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05
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ANALISIS PARA ARTRITIS REUMATOIDE

Para los pacientes con AR, la Tabla 5 resume las caracteristicas clinicas en donde se

pudo evidenciar un valor bajo de linfocitos de 1395.7+617.2/ul que se encuentra por debajo

del valor de referencia. Las demas caracteristicas clinicas se mantienen dentro de los valores

de referencia.

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de AR expresadas en valores de media +DS y en

porcentaje %

CARACTERISTICAS CLINICAS DE

RESULTADO VALOR DE
ARTRITIS REUMATOIDE REFERENCIA
EDAD 526+175
GENERO FEMENINO % 814 Cualitativo
MASCULINO % 18.6 Cualitativo
TIEMPO DE EVOLUCION (afios) 77255
LEUCOCITOS /ul 57452 2528.7 | 4000 — 10000
PLAQUETAS /ul 2241757 +99369.4 | 150000 — 450000
LINFOCITOS /ul 1395.7 £ 617.2 1500 — 4000
TABAQUISMO % 171 Cualitativo
ALCOHOLISMO % 13 Cualitativo
P. SISTOLICA (mmHg) 1154 % 23.8 120
P. DIASTOLICA (mmHg) 731+153 80
FACTOR REUMATOIDE % 62.85 Cualitativo

En pacientes con Artritis Reumatoide se encontrd una frecuencia para el genotipo AA de

60%, para el genotipo CC de 4.3% y para el genotipo AC de 35.7%. Lo que significa que la

frecuencia para el alelo A es de 77.9% y para el alelo C es de 22.1% (Grafica 4).
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Gréfica 4. Frecuencias genotipicas y alélicas para Artritis Reumatoide

La Tabla 6, muestra las caracteristicas clinicas de los pacientes con AR distribuidas por
su genotipo, en donde se hizo evidente el valor de linfocitos bajo para los tres genotipos, para
AA fue de 1359.5+604.8, para AC fue de 1456+654.52 y para CC fue de 1400+655.74.

Entre los pacientes de AR con los genotipos AC vs AA existe una diferencia
significativa (p<0.05) en género y alcoholismo.

Comparando a los genotipos Ac vs CC hay significancia en género, tiempo de
evolucion, tabaquismo y alcoholismo. Entre los genotipos AA vs CC se evidencié una

diferencia significativa en tabaquismo y alcoholismo.
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas de AR por genotipo

CARACTERISTICAS CLINICAS DE ARTRITIS REUMATOIDE POR GENOTIPO

AA AC ccC
EDAD 49.6+17.9 56.6+16.22 62+17.32
GENERO | FEMENINO % 63.15¢,V 31.57 5.26
MASCULINO 46.15 53.84
TIEMPO DE EVOLUCION 7.2945.99V 8.2445.10 10+0.0
(afos)
LEUCOCITOS /pl 5242.14+2396.3 6492+2611.02 6566+3360.5
PLAQUETAS /pl 227740.4+98324.4 | 214448+102904. | 255333.3+111791.
LINFOCITOS /ul 1359.5+604.8 1456+654.52 1400+655.74
TABAQUISMO % 58.33V, & 41.66
ALCOHOLISMO % 100¢,V, &
P. SISTOLICA (mmHg) 113.76+28.6 117.5+14.4 122.67+14.18
P. DIASTOLICA (mmHg) 71.3+18.5 76+8.66 73.3345.77
FACTOR REUMATOIDE % 61.36 34.09 4.54

# p<0.05 AC vs AA; V p<0.05 AC vs CC; & p<0.05 AA vs CC

Para los pacientes con AR se realiz6 comparaciones por el método de ANOVA Post-hoc

entre grupos utilizando la prueba de Tamhane divididas por genotipo donde se encontrd

diferencias significativas (p<0.05) entre el genotipo AC vs CC genero, tabaquismo y

alcoholismo; mientras que entre el genotipo AA vs CC hubo diferencia significativa en

género, tiempo de evolucion, tabaquismo y alcoholismo como se muestra en la Tabla 7.
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Tabla 7. Comparaciones Post-hoc entre grupos utilizando la prueba Tamhane divididos

por genotipo para pacientes con AR

ACvs CC AAvs CC
AR Diferenciade [ g o [ , | Diferenciade [g o1 p
medias _ medias _
GENERO 0.280 |0.0920.016 0.143 |0.055|0.037
TIEMPO DE EVOLUCION -2.7147]0.925|0.016
TABAQUISMO -0.880 | 0.218 |0.001 1.095 [0.148]0.000
ALCOHOLISMO -1.2407(0.2730.000 1.286 |0.171]0.000

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Para los pacientes control la frecuencia para el genotipo AA fue de 64.3%, para el

genotipo CC de 1.8% y para el genotipo AC de 33.9%. Como consecuencia obtuvimos una

frecuencia para el alelo A de 81,25% y para el alelo C de 18,75%. (Grafica 5)
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Gréfica 5. Frecuencias genotipicas y alélicas para Controles
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Al realizar el analisis de las frecuencias tanto alélicas como genotipicas en los 3 grupos

de estudio para el polimorfismo A1513C se encontré una alta frecuencia del genotipo AA asi

como del alelo A en los 3 grupos.

La Tabla 8 muestra las frecuencias genotipicas de los tres grupos de estudio para el

polimorfismo A1513C, mientras que en la Tabla 9, se observan las frecuencias alélicas.

Tabla 8. Frecuencias genotipicas del polimorfismo A1513C

GENOTIPOS L(E)S FRECLi/EONCIAS ﬁs FRECli/EONCIAS CON'I;rI?)OLES FRECL{)/EONCIAS
AA 40 58 42 60 72 64.3
CC 2 2.9 3 4.3 2 1.8
AC 27 39.1 25 35.7 38 33.9
TOTAL 69 70 112
Tabla 9. Frecuencias alélicas del polimorfismo A1513C
ALELOS LES |FRECUENCIAS| AR |FRECUENCIAS|CONTROLES |FRECUENCIAS
(n) % (n) % (n) %
AA 107 775 109 77.8 182 81.3
CcC 31 22.5 31 22.2 42 18.7

El andlisis entre las frecuencias genotipicas y alélica de los pacientes con lupus

eritematoso sistémico y de los pacientes con artritis reumatoide, en relacion con el grupo

control, no se encontrd ninguna diferencia estadisticamente significativa. (Tabla 10.)
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Tabla 10. Comparacién de frecuencias entre pacientes control con LES y AR

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

ARTRITIS REUMATOIDE

CASOS

CONTROLES

CASOS

CONTROLES

m | (n) PR T | * (n) o P |OR

AA 40 58 72 64.310.39|0.76 42 60 72 64.3]/0.56|0.83

CcC 2 2.9 2 1.8 |0.62|1.64 3 4.3 2 1.8 10.31|2.46

AC 27 39.1 38 33.9(0.47(1.25 25 35.7 38 33.9/0.80(1.08
TOTAL 69 112 70 112

A 107 77.5 182 81.3(0.39(0.79 109 77.8 182 81.3/0.43(0.81

C 31 225 42 18.7(10.39|1.25 31 22.2 42 18.710.43(1.23
TOTAL 138 224 140 224

p= casos vs controles; OR= odds ratio

Con el objetivo de conocer la carga genética de nuestra poblacién con respecto a otras

poblaciones previamente reportadas se realizd un andlisis comparando las frecuencias tanto

genotipicas como alélicas de controles.

El analisis mostr6 que las frecuencias tanto alélicas como genotipicas del gen A1513C

de nuestra poblacién control en estudio fue muy similar a una poblacion Mexicana

previamente reportada (Nifio-Moreno et al, 2007), asi como para una poblacion de origen

Asiético (Fernando et al, 2007). Sin embargo, se observé una diferencia significativa (p<0,05)

para el genotipo AA (p<0,04) y para el genotipo AC (p<0,03) de nuestra poblacién control vs

la poblacion de origen Ruso-Caucasico (Mokrousov et al, 2008). Ver Tabla 11.
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Tabla 11. Comparacién de las frecuencias de datos de este estudio con frecuencias de
otros estudios previamente reportados

';LSJ'IE'I?JET(()) MEXICANA ASIATICA RUSA-CAUCASICA
GENOTIPOS n % n % p n % p n % P

AA 72 64.3 70 6364 | 091 | 105 | 62.87 | 0.81 | 96 76.19 | 0.04

CcC 2 1.8 2 1.81 0.98 7 4.2 0.26 3 2.38 0.74

AC 38 33.9 38 3455 | 092 | 55 3293 | 086 | 27 21.43 | 0.03
TOTAL 112 110 167 126

ALELOS

A 182 81.3 178 80.9 092 | 265 | 79.34 | 0.57 | 219 86.9 0.09

C 42 18.7 42 19.1 092 | 69 20.66 | 0.57 | 33 13.1 0.09
TOTAL 224 220 334 252
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DISCUSION

La autoinmunidad es la pérdida de la tolerancia inmunologica a los propios
constituyentes, es decir, la tolerancia inmunoldgica se define como una falta de respuesta
controlada. Las enfermedades de tipo inmunitario son causadas cuando el sistema
inmune actia contra las células del propio organismo (autoinmunidad). En este caso, el
sistema inmunitario se convierte en el agresor y reacciona contra las células del cuerpo en vez
de protegerlas. Las causas son aun desconocidas, pero se relaciona con el reconocimiento
proteico entre las superficies de las membranas celulares del sistema inmunitario y las que
forman el organismo.

Dentro de las diversas enfermedades de tipo autoinmune encontramos al
Lupus Eritematoso Sistémico (LES), el cual es un padecimiento autoinmune crénico con un
componente inflamatorio importante, que cursa con periodos de remisiones y exacerbaciones,
que causa dafio tisular mediado por mecanismos inmunoldgicos en diferentes Grganos,
aparatos y sistemas, sin embargo, su etiologia no es del todo comprendida hasta el momento.

Se identifica por sus manifestaciones clinicas y diversos auto-anticuerpos circulantes. En
particular los auto-anticuerpos dirigidos contra los componentes del nicleo desempefian un
papel diagnostico y patogénico fundamental (Peakman, 2011).

Por otro lado, la artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune crdnica que
Ileva a la inflamacion de las articulaciones y tejidos circundantes. También puede afectar otros
organos. Caracterizada por una actividad exagerada de ciertas células del sistema inmune,
como los linfocitos y macrofagos, los cuales producen anticuerpos y citocinas, que promueven
y mantienen la inflamacion, produciendo engrosamiento de la membrana sinovial (Peakman,

2011).
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El receptor P2X7 abre canales dependientes de ATP, potenciando la respuesta inmune
innata, activando la apoptosis, y la cascada de caspasas. La activacion de P2X7 en las
plaquetas tiene un efecto citolitico para las células y los derivados de nucledtidos de adenina
conducen a la formacion de poros (900Da), y desencadena diversos eventos de sefializacion.

El receptor P2X7 es sensible a mensajeros sinergistas con lipopolisacaridos (LPS) dando
lugar a la produccién de mediadores proinflamatorios en monocitos y macrofagos, que
incluyen el factor de necrosis tumoral (TNF-a)), IL-1, IL-18, y oxido nitrico (Starczynski, et
al., 2003).

Los receptores P2X7 estan regulados en los macrofagos en respuesta a estimulos
inflamatorios (el interferon [IFN-y], factor de necrosis tumoral y lipopolisacaridos), debido a
la estimulacién con ATP, se forman grandes poros en la membrana no selectivos que son
permeables a moléculas de 0,9 kDa, lo que da como resultado la muerte de los macr6fagos
por una combinacién de apoptosis y lisis osmética (apolisis). En esta pérdida de funcién es
probable que se bloquee la union de ATP al dominio extracelular del receptor.

Aunque LES y AR son considerados como enfermedades poligénicas, los genes que
estan involucrados no han sido completamente caracterizados. Existen varios loci para la
susceptibilidad a LES que han sido identificados en humanos y algunos genes candidatos muy
asociados se han localizado en la region 12q24. En este contexto, es interesante que el gen
que codifica para el receptor pro-inflamatorio P2X7 se localice dentro del locus LES-B4
(SLE-B4) en la posicion 12924.

En este trabajo, se estudio el polimorfismo A1513C de este receptor P2X7 en 2
enfermedades de tipo autoinmune (LES y AR) con el proposito de conocer una posible

relacion con la susceptibilidad a estas enfermedades.
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Estudios en otras poblaciones como la peruana (Taype, 2010) han demostrado que la
homocigosis para el alelo C (C/C) lleva a la casi completa pérdida de la funcién P2X7 y
alrededor del 50% de reduccion en los individuos heterocigotos. Sin embargo, al realizar el
analisis tanto de las frecuencias alélicas como genotipicas de nuestros grupos de estudio para
ambas enfermedades con respecto al grupo control, no encontramos diferencias significativas
en ninguna de ellas.

Se encontr6 una alta frecuencia del alelo C cerca del 22% en nuestros pacientes tanto de
LES como de AR y un 18.7 % en nuestros controles, pero la frecuencia para homocigotos para
este alelo fue baja 2% para nuestros controles y nuestros pacientes con LES mientras que para
los pacientes con AR la homocigosis para CC fue de alrededor del 4%, no encontrandose
ninguna asociacion con la enfermedad.

Los linfocitos representan del 24 al 32% del total en la sangre periférica. Los linfocitos
se encargan de la inmunidad especifica mediante la produccion de anticuerpos y la destruccion
de células anormales, pero existen ciertos factores como la quimioterapia, infecciones y
leucemias que disminuyen la cantidad de los linfocitos provocando un desbalance en la
funcionalidad de los linfocitos*.

En este estudio para los pacientes con LES y AR la cuenta de linfocitos es baja en los
tres genotipos, y esto puede deberse a que estos pacientes reciben imnunosupresores como
parte del tratamiento de la enfermedad autoinmune por lo tanto se ve reflejado en la

disminucidn de los linfocitos.

* USPHS/IDSA Guidelines for the Prevention of opportunistic infections in persons infected with human
immunodeficiency virus: a summar. MMWR.Vol.44.N| RR-8-2006.
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La velocidad de sedimentacion (VSG) es una prueba analitica andloga a los reactantes de
fase aguda, es un marcador inespecifico y no se lo relaciona con ninguna enfermedad en
particular, pero la elevacion de la VSG implica procesos inflamatorios, infecciosos o
neoplasicos. Los pacientes con LES presentaron altos valores de la VSG en los tres genotipos,
esto puede deberse que los pacientes cursaban por algun proceso inflamatorio o infeccioso el
momento de la toma de muestra.

La proteina C reactiva pertenece a los miembros de reactantes de fase aguda, que
aumenta sus niveles en respuesta a procesos inflamatorios, este incremento se debe a la
elevacion de la concentracién plasmatica de IL-6 producida por macrofagos, células
endoteliales y linfocitos T. En nuestro estudio fue evidente un alto valor de proteina C reactiva
en pacientes con LES del genotipo homocigoto CC y en heterocigotos, debido al proceso
inflamatorio propio de la enfermedad.

El papel fisiolégico principal del complemento es aumentar la lisis de las bacterias
mediadas por los neutrofilos y solubilizar y eliminar inmunocomplejos, por lo tanto un déficit
del complemento como C4 generan el deterioro de la inmunidad especifica y generan un
aumento de las infecciones bacterianas y una tendencia mayor de padecer enfermedades con
depdsitos de inmunocomplejos provocando inflamacion como en el lupus eritematoso
sistémico, en nuestro estudio fue evidente un valor bajo de C4 en el genotipo CC, por lo que se
puede inferir que los pacientes con genotipo CC tienen susceptibilidad a presentar lupus
eritematoso sistémico por la deficiencia de C4.

La actividad hemolitica del complemento CH50 muestra la actividad general del sistema
del complemento dando una medida global de la integridad de la via clasica del complemento

y del mecanismo de ataque a membranas.
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De acuerdo a la literatura, los niveles bajos de CH50 indican activacion del sistema de
complemento o deficiencia congénita de alguno de los componentes del sistema, y esto lo
podemos corroborar en nuestros pacientes con LES con genotipo CC que presentan un valor
bajo de CH50, relacionandolo de esta manera con el déficit de C4.

Las demas caracteristicas clinicas que se mantienen dentro de los valores de referencia
podemos atribuir a que los pacientes se encontraban bajo tratamiento es por esto que los
valores como C3, plaquetas, leucocitos, etc, se encuentran dentro de lo normal para los 2
grupos de estudio LES y AR.

Hemos encontrado mayor correlacion de las caracteristicas clinicas de los pacientes con
LES en relacién a los pacientes con AR, esto puede deberse a que las historias clinicas de los
pacientes con LES se encontraba mucho mas completa que la de los pacientes con AR.

Existen estudios donde indican el efecto del tabaco sobre la activacion de las caspasas 1
incrementando de esta manera el proceso inflamatorio, en nuestro estudio existe una diferencia
significativa en pacientes con LES y en pacientes con AR con el consumo de tabaco, por lo
tanto el tabaquismo puede ser un factor predisponente para aumentar la susceptibilidad de
presentar lupus eritematoso sistémico o artritis reumatoide, y seria mucho mas evidente esta
susceptibilidad si se presenta la existencia del alelo C (alelo menor).

La literatura reporta que estas enfermedades LES y AR tienen una mayor prevalencia en
mujeres que en hombres, las frecuencias de nuestro estudio concuerdan con las estadisticas
porgue efectivamente existe una mayor prevalencia de pacientes femeninas que muestran estas
enfermedades, esto puede deberse a factores hormonales que estan predisponiendo a las

mujeres a ser mas susceptibles de padecer una de estas enfermedades autoinmunes en estudio.
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Frecuencias muy similares a las de nuestro estudio han sido reportadas para poblaciones
amerindias Peru (Taype, 2006), asiaticas (Fernando-Saunders, et al., 2007) y mexicanas
(Nifio-Moreno, et al., 2007), en donde se ha reportado una asociacion con otras enfermedades
como la tuberculosis.

Portales-Cervantes, et al., 2010, report6 un estudio similar en linfocitos de pacientes con
LES y AR mostrando una asociacion con el genotipo A1513C y una disminucion en la
expresion de P2X7, sin embargo esta asociacion no la encontraron en los sujetos control, lo
gue puede mostrar que este fendmeno pueda deberse a la presencia de otros SNP’s, los cuales
pueden estar en asociacion al desequilibrio con A1513C.

En base a lo anterior, es importante analizar otros polimorfismos como el -762 C/T, 946
G/A, y 1096 C/G, en los cuales se ha visto que afectan la funcion de este receptor (Sluyter, et
al., 2004; Shemon, et al., 2005; Gu, et al., 2004).

En este trabajo no se encontrd ninguna asociacién o participacion del polimorfismo del
gen del receptor P2X7 en la patogenia de enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso
sistémico y artritis reumatoide, esto puede deberse a que nuestra poblacién es bastante
heterogénea.

Sin embargo los resultados de esta investigacién coinciden con muchos estudios previos
en cuanto a la frecuencia genotipica y alelica, probablemente es necesario que en un futuro se
tengan que analizar otros polimorfismos que puedan estar involucrados en este tipo de

enfermedades de tipo autoinmune.
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CONCLUSIONES
La frecuencia alelica del polimorfismo A1513C para LES es: A (77.5%) y para C
(22.5%). La frecuencia genotipica es: AA (58%); CC (2.9%) y AC (39.1%).
Para AR la frecuencia alelica es: A (77.8%) y para C (22.2%). La frecuencia
genotipica es: AA (60%); CC (4.3%) y AC (35.7%).
La frecuencia alélica de A para nuestro grupo control fue de 81.3% para el alelo C fue
de 18.7%, la frecuencia genotipica para AA fue de 64.3%, para AC fue de 33.9% y
para CC fue de 1.8%.
El 13% de los pacientes con LES son fumadores, el 5.8% consume alcohol, el 26.1%
tienen anticuerpos anticardiolipina positivo, el 23.2% presenta rash malar, el 66.7%
tienen anticuerpos antinucleares positivos. En los pacientes con AR el 17.1% son
fumadores, el 4.3% ingieren alcohol, y el 62.85% tienen factor reumatoide positivo.
No hay diferencias significativas entre los 2 grupos de estudio (casos y controles),
tanto en pacientes con lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide, por lo tanto
podemos inferir que no existe una asociacién entre el polimorfismo con estas
enfermedades.
El grupo control de este estudio al compararlo con el grupo control de una poblacién
rusa-caucasica previamente reportada se encontrd una diferencia significativa (p<0.05)

para el genotipo AA y para el genotipo AC.
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Maria José Jaramillo Estrella

ANEXO 1.
CONSENTIMIENTO

Acepto participar voluntariamente en el estudio: “RELACION ENTRE EL
POLIMORFISMO DEL GEN DEL RECEPTOR P2X7 CON ENFERMEDADES
AUTOINMUNES INFLAMATORIAS (LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO Y
ARTRITIS REUMATOIDE)”

Se me ha informado que mi vida no corre ningun peligro, ni existe ningun perjuicio para mi

salud, ademas que es un aporte para la ciencia.

También se me ha informado que puedo retirarme del mismo el momento que yo crea

conveniente.

Conozco detalladamente las fases del estudio, los examenes que se me realizaran, asi como los

beneficios que de este estudio se obtendran.

Para constancia firmo con mi testigo

............................ FECHA:.....ccccevvneennenn.
PACIENTE

............................ FECHA:......cccevvneennenn.
TESTIGO

............................ FECHA:.......c.cccenennene.
TESISTA

NOTA: LOS CONSENTIMIENTOS FIRMADOS SON DE EXCLUSIVA PROPIEDAD DE
LA AUTORA, PARA JUSTIFICACION Y SUSTENTACION DE LA INVESTIGACION.
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ANEXO 2. EXTRACCION DE DNA

La extraccion de DNA se realizo por la técnica de expulsion salina

1. Se utilizé sangre total periférica con anticoagulante EDTA.

2. Lisar los eritrocitos con una solucion de lisis (SLR 1X).

3. Afadir SDS (dodecilsulfato sodico) al 20%, buffer de proteinasa, proteinasa.

4. Adicionar NaCl 5M.

5. Agregar etanol al 95% para precipitar el DNA.

6.  Agregar etanol al 70% para conservar el DNA y eliminar sales.

7. Secar y luego afiadir TE (Tris-EDTA), para luego medir la concentracion de DNA en el
Nanodrop 1000.

8.  Ajustar todas las muestras a una concentracién de 200 ng/ul (tubo madre).

9.  Del tubo madre obtener alicuotas a una concentracion de 10 ng/ul para realizar la PCR

en tiempo real.
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