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RESUMEN

Titulo: PERFIL DE EXPRESION DE CASPASA-1 Y NLRP-3 COMO COMPONENTES
DEL INFLAMASOMA NALP3 EN PACIENTES CON HIPERURICEMIA CRONICA, GOTA
AGUDA Y GOTA INTERCRITICA

Los mecanismos que subyacen a la inflamacién aguda inducida por los cristales de urato
monosodico (UMS) apenas se estan comenzando a descifrar. En pacientes con
hiperuricemia cronica sin manifestaciones musculoesqueléticas, a pesar de existir un
estimulo nocivo intrarticular, la causa por la cual no se desencadena un evento agudo no
se ha podido elucidar.

Objetivo: Describir en monocitos de sangre periférica los niveles de expresion de dos de
los componentes del inflamasoma NALP3 (caspasa 1 y NLRP-3) en pacientes con
diagnodstico de gota aguda, fase intercritica de gota tofacea cronica e hiperuricemia
asintomatica.

Diserio: descriptivo, abierto, exploratorio, observacional y analitico, de corte transversal.
Métodos: Se realizé la separacion de monocitos de sangre periférica empleando el
reactivo para separacion por gradiente HISTOPAQUE-1077 asi como aislamiento de
RNA, sintesis de cDNA y reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(Termociclador LightCycler 2.0) para medicion de NLRP3, CASP-1 y GAPDH (este ultimo
como gen de referencia).

Resultados: Se estudiaron 74 pacientes captados entre mayo de 2012 y junio de 2013, 44
del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzélez con hiperuricemia cronica y 26 en el
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, de los cuales 15 se encontraban en
ataque agudo de gota y 11 en periodo intercritico. No se encontraron diferencias en las
medianas entre los tres grupos tanto en la medicién de Caspasa-1 (0.00631 vs 0.00604
vs 0.00636, p=0.81) ni en NLRP-3 (0.003635 vs 0.00373 vs 0.00395, p=0.55).
Conclusiones: En este estudio no fue posible demostrar que los pacientes con gota
aguda, gota intercritica e hiperuricemia crénica cursan con niveles diferentes en

caspasa-1 o NLRP-3.

Palabras clave: inflamasoma NALP3, gota aguda, gota intercritica, hiperuricemia cronica



ABSTRACT

CASPASE-1 AND NLRP-3 AS NALP3 INFLAMMASOME COMPONENTS IN PATIENTS
WITH ACUTE GOUT ATTACK, CHRONIC GOUT AND CHRONIC HYPERURICEMIA

The NALP3 inflammasome is an innate immunity complex underlying acute inflammation
induced by monosodic urate crystals in acute gout. Most patients with chronic
hyperuricemia do not develop acute attacks despite harboring crystals in their joints. The
cause for the different clinical presentations is not known yet.

Objetive: To describe the levels of expression of two of the NALP3 inflammasome complex
(caspase-1 and NLRP-3) in peripheral blood monocytes in acute gout, chronic gout and
chronic hyperuricemic patients.

Design: This is an observational, descriptive and analytic study. Participants were sampled
once, at inclusion.

Methods: Monocytes in peripheral blood were separated using HISTOPAQUE-1077 for
RNA extraction, cDNA synthesis and real-time polymerase chain reaction (Light Cycler
2.0) for the quantification of NRLP-3, CASP-1 and GAPDH (as a resident gene).

Results: Of 74 patients included between may 2012 and june 2013, 44 had chronic
hyperuricemia, 15 were with acute gout attack and 11 had chronic gout. No differences
were found among the three groups in the expression of Caspase-1 (0.00631 vs 0.00604
vs 0.00636, p=0.81) or NLRP-3 (0.003635 vs 0.00373 vs 0.00395, p=0.55).

Key words: NALP3 inflammasome, acute gout, chronic gout, chronic hyperuricemia



1. INTRODUCCION

Aunque el agente causal de la gota se identific6 hace mas de un siglo, los mecanismos
que subyacen a la inflamacion aguda inducida por los cristales de urato monosaddico
(UMS) apenas se estan comenzando a descifrar. La caracteristica patolégica de un
ataque de gota es el gran infiltrado de neutréfilos en la membrana y el liquido sinovial
articular; sin embargo, dado que los neutréfilos no estan presentes dentro de la
articulacion normal, se cree que el primer evento patogénico es la interaccion de los
cristales de UMS con los sinoviocitos tipo A (células de linaje monocitico/macrofagico) del
revestimiento articular, lo que desencadena la activacion del endotelio y facilita la entrada

de los neutrofilos.

La exposicion de cristales de UMS a monocitos conduce a su fagocitosis y a la produccion
de citocinas proinflamatorias, en particular IL-1B. Se ha demostrado que el inflamasoma
NALP3 es un elemento critico en la deteccidén de los cristales de UMS y en la posterior
activacion de la inmunidad innata. Los macréfagos provenientes de ratones deficientes en
diferentes componentes del inflamasoma (incluyendo la caspasa-1, ASC, y NLRP3) son
incapaces de activar la IL-1B en respuesta a la estimulacion de cristales de UMS. Mas
aun, estos ratones también muestran gran alteracion en la capacidad de infiltracion tisular
de los neutrdfilos al reto de la inyeccion intraperitoneal de UMS, lo que posiciona al
inflamasoma NALP3 como un vinculo fundamental entre el estimulo causal de la gota
(presencia de UMS cristalizado) y las manifestaciones histopatolégicas de un ataque
articular agudo (influjo de cantidades masivas de neutréfilos), con las células del linaje

monocitico/macrofagico como el posible modulador de este vinculo.

Actualmente se sabe que no todos los individuos con hiperuricemia desarrollan episodios
de inflamacion aguda a pesar de existir depdsitos intracartilaginosos de UMS. Es posible
que la diferencia en la presentacion clinica se deba a la activacion diferencial de uno o
mas componentes del inflamasoma NALP3 en los pacientes con gota aguda y los que
cursan con hiperuricemia asintomatica. Dichas diferencias podrian tener influencia directa
en la migracion y activacion de neutrofilos y células de la inmunidad innata al interior de la

articulacion involucrada.



2. ANTECEDENTES

El acido urico (AU) es el producto final del metabolismo de las purinas y su excrecion
permite la remocion de desechos nitrogenados del organismo. En los liquidos
extracelulares, el 98% del AU se encuentra en forma de ion urato a pH de 7.4.' A
diferencia de otros mamiferos que tienen niveles séricos de urato monosédico (UMS) por
debajo de 2 mg/dL, los primates tipicamente observan niveles entre 6 y 7 mg/dL. Esta
discrepancia se explica por la presencia, en primates, de diversas mutaciones en el gen
de la uricasa, enzima responsable de degradar el AU a alantoina, un catabolito

hidrosoluble y facil de excretar por via renal .2

La hiperuricemia es una anomalia bioquimica definida en términos fisiolégicos como
cualquier nivel de UMS en suero por arriba de 6.8 mg/dL; en este punto se excede su
limite de solubilidad e inicia la cristalizacion y potencial depdsito tisular. La cristalizacion
del UMS requiere de pH neutral y saturacion tisular y parece ser dependiente del tiempo y
la gravedad de la hiperuricemia. Ahora es claro que el depdsito tisular de uratos,
especificamente en la superficie del cartilago articular, ocurre antes del inicio clinico de la
gota y un numero significativo de individuos asintomaticos con hiperuricemia cronica
presenta este depodsito.® El ultrasonido (US) ha mostrado ser una técnica de imagen
valida para detectar el involucro musculoesquelético en pacientes con gota. Ademas de
las erosiones Oseas que se detectan tres veces mas frecuentemente por esta técnica
avanzada de imagen en comparacion con la radiologia simple, los depdsitos de UMS
pueden ser detectados por US en el cartilago articular.* Esto ha sido definido como el
“signo del doble contorno” y se describe cuando se detecta una linea fuertemente
ecogénica paralela a la linea ecogénica normal del hueso cortical, con una linea anecoica

intermedia que representa al cartilago.b

El signo de doble contorno se observa hasta en el 92% de las articulaciones con gota,
mientras que se encuentra ausente en las articulaciones de individuos sanos.® Esta bien
establecido que el signo del doble contorno puede encontrarse hasta en el 25% de
individuos con hiperuricemia crénica sin historia clinica de involucro musculoesquelético,
mientras que éste no se observé en ninguno de los individuos normouricémicos. Otros
cambios estructurales sugestivos de gota (entesopatia y tofos intrarticulares) también
fueron observados con mayor frecuencia en los individuos asintomaticos con

hiperuricemia crénica.” Mas recientemente, de Miguel y colaboradores observaron el
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signo del doble contorno en 11 de 26 (42%) individuos con hiperuricemia asintomatica e
identificaron cristales de UMS mediante microscopia de luz polarizada en el liquido
sinovial de 9 de ellos, confirmando la presencia simultanea de UMS cristalizado y signo de

doble contorno ecografico en la misma articulacion.®

La hiperuricemia es el principal factor de riesgo para desarrollar gota. El estudio
“‘Normative Aging Study” evalud la incidencia del primer episodio de artritis gotosa aguda
en una cohorte prospectiva de 2,046 hombres sanos seguidos durante 14.9 afos y
demostré que la tasa de incidencia anual de gota es de 4.9% cuando la primera
determinacién de UMS sérico es 29 mg/dL; a diferencia, esta es de solo 0.5% para niveles
de UMS entre 7 y 8.9 mg/dL, y de 0.1% para niveles basales por debajo de 7 mg/dL.° A
pesar de esto, la mayor parte de individuos con hiperuricemia jamas desarrollaran gota
clinica. El estudio “National Health and Nutrition Examination Survey (NANHES)” mostro
una prevalencia de hiperuricemia (definido en este estudio como UMS =7 mg/dL) de
21.1% en hombres y 4.7% en mujeres, mientras que la prevalencia de artritis gotosa fue
de 5.9% y 2%, respectivamente.’®'" Asi, no se han identificado factores que predigan de
manera certera el desarrollo de gota en individuos con hiperuricemia cronica y, por ende,
aquellos individuos asintomaticos que pudieran beneficiarse de la terapia

hipouricemiante2.

El depédsito de UMS en las capas superficiales del cartilago articular parece ser un
mecanismo mas bien pasivo;'® diferentes componentes del cartilago incluyendo el
condroitin-4-sulfato disminuyen la solubilidad del UMS y promueven la nucleacion y
crecimiento de los cristales.' En clara diferencia, la presencia de cristales dentro de la
articulacion estimula una senal inflamatoria por dos vias interdependientes. Por un lado, la
activacion del complemento resulta en la generacion de quimioatrayentes que activan y
reclutan a los neutrofilos del torrente circulatorio; por otro lado, el ingreso de los
neutrofilos a la cavidad sinovial es impedido por las células endoteliales, a menos que
estas sean primero activadas por las citocinas generadas por los macréfagos que revisten

a la membrana sinovial.2

Estudios recientes han proveido pistas sobre los mecanismos a través de los cuales los
cristales de UMS pueden activar macréfagos, en particular el papel del inflamasoma
NALP3. Los receptores tipo NOD (NLR, por sus siglas en inglés) son estructuras capaces

de reconocer tanto patrones moleculares asociados a patdégenos como moléculas
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endodgenas, incluyendo cristales de UMS. Los NLR estan compuestos por tres dominios:
un dominio sensor LRR C-terminal, un dominio de unién a nucleétidos (NOD) y un
dominio N-terminal que regula las interacciones proteina-proteina. Los NLR responden a
las senales de dano a través de la formacion de inflamasomas, complejos poliprotéicos
citoplasmicos que actuan como plataformas de activacion de caspasas. Un inflamasoma
tipico estd compuesto por un NLR, una proteina adaptadora asociada a particulas
apoptéticas (ASC) y una caspasa efectora que activa citocinas proinflamatorias, en

particular interleucina (IL)-1B1°.

Se han identificado tres proteinas NLR capaces de formar inflamasomas: NLRP1, NLRP3
y NLRC4. La proteina NLRP3, o criopirina, forma el inflamasoma NALP3, el cual esta
involucrado en el reconocimiento de numerosos ligandos exdégenos y endogenos,
incluyendo a los cristales de urato monosddico. Hasta el momento hay procesos
intracelulares que no han podido ser esclarecidos como el papel de las especies reactivas
de oxigeno o los diferentes pasos que llevan a la activacion del inflamasoma’. En el caso
de los cristales de UMS, la activacion del inflamasoma parece ser mediada por
fagocitosis, en que la unién deficiente a lisosomas o la funcion deficiente de catepsina B
resultaria en falla para desencadenar la actividad del inflamasoma NALP3. En este
proceso se induce la formacidén de especies reactivas de oxigeno con la disociacion del
complejo estable TXNIP-TRX citoplasmico. La unién de TXNIP al NLRP3 tiene la

posibilidad in vitro de activarlo'”.

La exposicion a urato monosddico o adenosintrifosfato en los modelos in vitro
incrementan el flujo de potasio hacia el exterior de la célula, promoviendo los cambios
conformacionales de la regién C-terminal del NALP3. Estos cambios permiten el
reclutamiento de las proteinas adaptadoras ASC y la procaspasa-1. Se ha observado
también que en general debe existir un segundo estimulo inflamatorio o estimulacion
repetitiva para estimular la transcripcion génica efectiva de los precursores de las
citocinas proinflamatorias IL-13 e IL-18. Asi, la activacion del complejo formado por el
inflamasoma NALP3 resulta en la ruptura proteolitica de la procaspasa-1 para producir
caspasa-1 activa, la cual finalmente degrada a la prolL1- para producir IL-1B y facilita la

activacion de IL-188 (Figura 1).
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FIGURA 1. Mecanismos propuestos para la sefalizacion intracelular a través de NLRP-3.

LPS: Lipopolisacéride, TLR: receptor tipo Toll, UMS: urato monosddico, ATP: adenosin trifosfato, P2X7R: receptor
purinérigo P2X, canal idnico activado por ligando 7, ERO: especies reactivas de oxigeno, TXNIP: proteina de interaccion
con tiorredoxina, TRX: tiorredoxina, ASC: proteina adaptadora asociada a particulas apoptéticas , NACHT: dominio
central de unién y oligomerizacién de nucleétides, RRL: dominio rico en leucinas. Adaptado de la Referencia 16.

12



3. JUSTIFICACION

El inflamasoma NALP3 constituye una parte del vinculo fundamental entre el estimulo
causal de la gota (presencia de UMS cristalizado) y las manifestaciones histopatolégicas
de un ataque articular agudo (influjo de cantidades masivas de neutréfilos), con las
células del linaje monocitico/macrofagico como el posible modulador de este vinculo.
Varios estudios independientes han puesto de manifiesto el involucro del inflamasoma
NALP3 vy el papel de diversas citocinas resultantes de este inflamasoma, en particular
IL-18, en promover el dafo cartilaginoso y 6seo en la gota aguda.’® A pesar de la
presencia del estimulo, la mayor parte de los pacientes con hiperuricemia asintomatica no
desarrollan inflamacion articular aguda. Dicha diferencia puede deberse a la expresion
diferencial de uno o mas componentes del inflamasoma NALP3 en comparacion con los
pacientes que presentan ataque agudo de gota o que tienen gota tofacea crénica en
periodo intercritico. Dicha informacion podria ser relevante para identificar si hay un
subgrupo de pacientes que puede beneficiarse del tratamiento con agentes
hipouricemiantes como profilaxis de episodios articulares agudos y si hay relacion con

caracteristicas clinicas o ultrasonograficas encontradas.

4. OBJETIVOS

El objetivo primario del estudio fue describir los niveles de expresién de dos de los
componentes del inflamasoma NALP3 (caspasa 1 y NLRP-3) en monocitos de sangre
periférica de pacientes con diagnostico de gota aguda, fase intercritica de gota tofacea
cronica e hiperuricemia asintomatica. El objetivo secundario fue comparar los promedios
de las mediciones descritas en los diferentes grupos para conocer si habia un grupo en

que dichos niveles fueran significativamente mayores.
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5. HIPOTESIS

Establecemos como hipotesis de estudio, que los individuos asintomaticos con
hiperuricemia crénica no tienen activado el inflamasoma NALP3, aun cuando presenten
depositos intracartilaginosos de UMS, a diferencia de los pacientes con gota aguda en
que con alta probabilidad se encontraran mayores niveles de expresion del mecanismo
mencionado. En caso de ser correcta la hipotesis, sugeriria que la falta de activacion del
inflamasoma NALP3 limita el reconocimiento de los cristales de UMS por los sinoviocitos
tipo A, evitando la activacion de las células endoteliales y el posterior influjo de neutréfilos

al interior de la articulacion.

6. MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio
Se trata de un estudio descriptivo, abierto, exploratorio, observacional y analitico, de corte

transversal.

Ubicacion temporal y espacial

Se incluyeron pacientes ambulatorios y hospitalizados en el Hospital General Dr. Manuel
Gea Gonzalez y el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez de mayo de 2012 a
junio de 2013. Los individuos asintomaticos con hiperuricemia cronica se obtuvieron de la
Clinica de Diabetes del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez, mientras que los
pacientes con gota fueron reclutados en la consulta externa de reumatologia, Unidad de
Cuidados Coronarios y area de hospitalizacién de cardiologia en el Instituto Nacional de
Cardiologia. El procesamiento y analisis de muestras biolégicas fue realizado en el

departamento de Inmunologia del Instituto Nacional de Cardiologia.

Criterios de seleccion de la muestra

Se incluyeron en el estudio pacientes mayores de 18 afios con hiperuricemia asintomatica
cronica, definida como elevacion persistente de acido urico >6.8 mg/dL en suero en al
menos dos determinaciones seriadas con 21 afio de separacion entre ellas, que no
habian presentado sintomas musculoesqueléticos sugestivos de gota previamente y que
aceptaron participar aportando una muestra de 10 ml de sangre periférica como lo
expresaron firmando el formato de consentimiento informado (Anexo 1). Todos los

individuos fueron sometidos a examen clinico por un reumatélogo para confirmar la
14



ausencia de involucro musculoesquelético. Se excluyé a aquellos individuos en
tratamiento habitual con medicamentos hipouricemiantes, glucocorticoides,
antiinflamatorios no esteroideos, o con comorbilidades reumatoldgicas inflamatorias

concomitantes o insuficiencia renal cronica.

Como controles positivos se reclutaron pacientes con ataque agudo de gota de no mas de
72 horas de evolucion de acuerdo con los criterios de ataque agudo de gota ACR 197720
(Tabla 1). Como controles negativos se incluyeron pacientes con diagnostico de gota
(diagndstico confirmado con analisis de liquido sinovial en cualquier momento) en periodo
intercritico, con al menos tres meses en remisidon de cualquier sintoma o signo
musculoesquelético. Es requisito para inclusion en ambos grupos control que los
pacientes aceptaran aportar una muestra de 10 ml de sangre periférica como lo
expresaron firmando el formato de consentimiento informado (Anexo 1). Para cada
paciente se llend un formato de recoleccion de datos demograficos y clinicos (Anexo 2).
Se excluyé a aquellos pacientes con comorbilidades reumatolégicas concomitantes o
insuficiencia renal y tratamiento sustitutivo de la funcion renal por didlisis o hemodialisis.
Los casos fueron asignados de forma secuencial a uno de los tres grupos (hiperuricemia
cronica asintomatica, gota aguda, gota intercritica) de acuerdo a los criterios de inclusion

descritos.

TABLA 1. Criterios de clasificacion para gota aguda, ACR 1977

Gota aguda

Més de un ataque de artritis aguda

Inflamacién méaxima desarrollada en las primeras 24 horas

Ataque monoarticular

Eritema en articulaciones

1a metatarsofalangica dolorosa o inflamada

Primer ataque en 1a metatarsofalangica, unilateral

Ataque unilateral a tarso

Tofo (sospechoso o comprobado)

Hiperuricemia

Aumento de volumen asimétrico por radiografia

Quistes subcorticales sin erosiones por radiografia

Microcristales de urato monosodico monohidratado obtenido por artrocentesis durante ataque

Culitvo de liquido sinovial negativo durante ataque agudo

15



Criterios de eliminacion
Se elimind del analisis a los pacientes cuya medicion de caspasa 1 o NLRP fue reportada

como defectuosa.

Definicion de variables
Se incluyeron caracteristicas demograficas (edad y sexo) como variables independientes.
Las variables dependientes estudiadas fueron los niveles medidos de los transcritos de

caspasa-1y NLRP-3 mediante PCR tiempo real semicuantitativo (Tabla 2).

TABLA 2. Variables estudiadas

Variable Escala
Edad Cuantitativa continua de 19 a 83 anos
Sexo Nominal: femenino / masculino
CASP-1 Cuantitativa continua de 0.00216 a 0.0302
NLRP-3 Cuantitativa continua de 0.00151 a 0.0157

Consideraciones éticas

Este trabajo se realizdé de acuerdo con los principios establecidos en la Declaracion de
Helsinki y en el Reglamento en Materia de Investigacion para la Salud contemplada en la
Ley General de Salud, en su titulo segundo, capitulo |, articulo 17, seccion
ll. Se consideré como de minimo riesgo de acuerdo al Comité de Etica en investigacion
del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez. Se anexa hoja de consentimiento

informado (Anexo 1).

Procedimiento

Coleccién y procesamiento de muestras

Mediante puncidén antecubital con técnica aséptica se obtuvieron, por sistema de vacio,
3.5 mL en tubo con activador de coagulacion aplicado por aspersion y gel de polimeros
separador de suero y 5 mL de sangre venosa en tubo con EDTA K: aplicado por

aspersion.
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Determinacion de citocinas en suero

El tubo con gel activador se colocé inmediatamente en frio para mantener las muestras a
4°C para su transporte desde el sitio en que se recluté a los pacientes al laboratorio en
qgue se analizaron las muestras. Las muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm, durante
15 minutos. El suero extraido fue almacenado en alicuotas de 500 uL en tubos Eppendorf

nuevos a -75°C para su analisis posterior (medicion de IL-18 e IL-1 por ELISA).

A partir del tubo con EDTA K2 se realizd la separacion de poblaciones celulares
empleando el reactivo para separacién por gradiente HISTOPAQUE-1077. Las
poblaciones celulares obtenidas se evaluaron mediante analisis de morfologia vy
granularidad con el equipo Beckman Coulter LH 750 y por tinciones con azul tripano. El
aislamiento del RNA se realizé a partir de las células resultantes de la separacion,
empleando el método de fenol:.cloroformo isiotiocianato de guanidina con el reactivo
Tripure (Roche). Se visualizé la integridad del RNA ribosomal 18S y 28S en gel de
agarosa al 1.5%, se indujo la separacién mediante electroforesis con 70 volts durante 40
minutos y se tinid con bromuro de etidio para su posterior observaciéon con luz UV. La
concentracion y pureza del RNA se realizé por espectrofotometria de NanoDrop 1000 a
una longitud de onda de 260 y 280 nm, con una relacion observada mayor a 1.6. De 1000

ng de este RNA se sintetizo6 cDNA.

Se realizé reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real utilizando un Termociclador
LightCycler 2.0 para la medicion de NALP3, CASP-1 y GAPDH (éste ultimo como gen de
referencia). Se utilizaron sondas de hidrdlisis de la Biblioteca de Sondas Universales de
Roche y disefios de primer que abarcaron un intréon con los iniciadores para NLRP3
(NM_001127461.2, NM_001079821.2, NM_004895.4, NM_001127462.2, NM_183395.2)
5’-tgtcctcccaagctectct-3’, 5’-aagcagcactcatgcgaga-3’; CASP-1 (NM_033295.2,
NM_033294.2, NM_033293.2, NM_001223.3, NM_033292.2) 5’-
ccaggacattaaaataaggaaactgt-3’, 5-ccaaaaacctttacagaaggatctc-3’ y el gen de referencia
GAPDH (NM_002046.3) 5'- agccacatcgctcagacac-3’, 5’-gcccaatacgaccaaatcc-3’. Para el
control de calidad de los ensayos de PCR cuantitativa se realizdé la determinaciéon de la
linealidad y reproducibilidad (CV <10%).
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Analisis estadistico
Se utilizaron proporciones para variables dicotdmicas y nominales, mientras que para
variables dimensionales se utilizaron promedios con desviacion estandar o medianas con

intervalos intercuartilares, segun el tipo de distribucion observada.

Las proporciones se compararon con la prueba exacta de Fisher o con chi cuadrada,
segun correspondia. Se utilizé la prueba U de Mann-Whitney para comparar muestras
independientes, y ya que la comparacion se realizdé entre mas de dos grupos, se uso
analisis de varianza de Kruskal-Wallis (con post test de Dunn).

Para la prueba de hipdtesis, se fijo como valor arbitrario de significancia <0.05 y todos los
analisis se realizaron a dos colas. La base de datos se cred en el programa Excel y el

analisis con el paquete estadistico GraphPad Prism version 4.02.
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7. RESULTADOS

En el presente estudio se incluyd a 74 pacientes captados entre mayo de 2012 y junio de
2013, 44 del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez con hiperuricemia cronica y 26
en el Instito Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, de los cuales 15 se encontraban en
ataque agudo de gota y 11 en periodo intercritico. ElI porcentaje de mujeres con
hiperuricemia crénica fue diferente de la proporcion descrita en los otros dos grupos de
estudio (56.8% en el grupo de hiperuricemia cronica, en comparacion con 20% en el
grupo de gota aguda y 9% en el grupo de gota intercritica, p<0.013). La edad promedio de
los pacientes en los tres grupos fue similar (56t 13.86, 61.6£13.27 y 58.8+13.54, p=0.27).
Las caracteristicas demograficas de los pacientes de los tres grupos se demuestran en la
Tabla 3.

TABLA 3. Caracteristicas demograficas de los pacientes con gota aguda, gota intercritica e hiperuricemia
cronica.

Gota aguda (n=15) Gota intercritica (h=11) Hiperuricemia crénica (n=44) ]

Sexo femenino 3(20) 1(9) 25 (56.8) 0.013
Edad 56+ 13.86 61.6+13.27 58.8+13.54 NS

Los datos se expresan como frecuencias simples (porcentajes). Los datos con distribucion normal se

expresan como medias +DE. El valor de p se calculé utilizando la prueba de Kruskal-Wallis con post-prueba
de Dunn.

Se realizaron las mediciones de los transcritos de RNA para caspasa-1 y NLRP-3 en los
tres grupos. La distribucion de las mediciones entre los grupos fue no gaussiana. No se
encontraron diferencias en las medianas entre los tres grupos tanto en la medicion de
Caspasa-1 (0.00631 vs 0.00604 vs 0.00636, p=0.81) ni en NLRP-3 (0.003635 vs 0.00373

vs 0.00395, p=0.55). Los resultados del estudio se resumen en la Tabla 4 y la Figura 2.

TABLA 4. Niveles de Caspasa-1 y NLRP-3 en los pacientes con gota aguda, gota intercritica e
hiperuricemia crdnica.

Gota aguda (n=15)  Gota intercritica (n=11) Hiperuricemia crénica p

(n=44)
Caspasa-1 0.0063 (0.0035-0.009)  0.006 (0.0056-0.0068) 0.0064 (0.0048-0.0081) NS
NLRP-3 0.0036 (0.0028-0.0044) 0.0037 (0.0032-0.0047) 0.0039 (0.0029-0.0053) NS

Los datos no mostraron distribucidon normal, por lo que se expresan como mediana (percentil25--
percentil75). Los valores de p fueron calculados con la prueba de Kruskal-Wallis con post-prueba de Dunn.
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FIGURA 2. Niveles de CASP1 y NLRP3 en los grupos de pacientes con gota aguda, gota intercritica e
hiperuricemia asintomatica. CASP1: caspasa-1, NLRP3: criopirina, ns: no signigicativo.

8. DISCUSION DE RESULTADOS

La inflamacién mediada por el inflamasoma NALP-3 ha sido bien descrita para la gota
aguda, sin embargo en el presente estudio no fue posible demostrar diferencias
significativas en los niveles de dos de sus componentes, caspasa 1 y NLRP-3, en los
diferentes grupos de estudio. Hay multiples factores que podrian contribuir a los
resultados encontrados. Por principio, el diseno del estudio dificulta la atribucion
especifica de los resultados unicamente a la entidad clinica tratada ya que no se pudo
obtener suficiente muestra para comparar grupos pareados para edad y sexo. Por el
momento no se cuenta con la informacién demografica y clinica completa de los
participantes del estudio por o que no es posible asumir que los pacientes incluidos en

los diferentes grupos son parecidos en comorbilidades o tratamiento médico habitual.

En los pacientes con hiperuricemia crénica, hay s6lo una proporcion entre ellos en los que
se ha demostrado que hay depdsito de cristales de UMS con cambios estructurales
verificables por ultrasonografia. Sera necesario determinar si estos pacientes tienen
diferencias en la expresion del inflamasoma NALP3 en comparacion con los que no tienen
evidencia de depodsito. Asimismo, debe verificarse si hay expresion semejante en
interleucinas o componentes del inflamasoma con los pacientes con gota intercritica al
tener en ambos evidencia de depdsito intraarticular. Es posible que en este segmento de

pacientes con evidencia de dafio estructural el inflamasoma efectivamente se encuentre
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con menor activacion que en los otros grupos estudiados, acorde con la hipotesis del
presente estudio, pero que las diferencias en los grupos no puedan ser evidenciadas al no

haber hecho esta distincién entre ambos subgrupos.

Otra razdn probable para no encontrar diferencias entre los grupos es que sélo se realiz
la medicion de los transcritos de CASP1 y NLRP3. Un componente mas a considerar es
ASC (proteina adaptadora asociada a apoptosis con dominio CARD). Esta ultima es una
proteina adaptadora que en la forma inactiva del inflamasoma esta unidad a CASP1 y
NLRP3 y parece contribuir a evitar la activacién del mecanismo con un probable papel
regulador?'. En los diferentes estudios in vitro se identifica que la inflamacion inducida por
NALP-3 en general requiere, ademas de un estimulo inicial como los cristales
intrarticulares, la induccion de la actividad mediada por TLR4 como las cadenas de acido
graso libre o el lipopolisacéarido?2. La estimulacion repetida por estimulos agudos previos
apoyaria la posibilidad de encontrar niveles mayores de CASP-1 y otras citocinas?® en
comparacién con los pacientes con hiperuricemia cronica como se predijo para los
pacientes con gota intercritica pero en el presente estudio tampoco se corroboré dicho

cambio.

La correlacion de la expresion de los transcritos mencionados con la expresion de las
citocinas de la via (IL-1B, IL-18, TNF-a, IL-6) demostrara si en realidad los criterios de
inclusion de los pacientes en gota aguda contemplan el tiempo adecuado para encontrar
las diferencias en la expresién de CASP-1 y NLRP-3. En estudios realizados en modelos
murinos se ha corroborado que al analizar monocitos de sangre periférica se espera
incremento en la expresion de IL-1B y TNF-a en los primeros 3 dias desde la exposicion a
los cristales de UMS, y que previo a la disminucion significativa en dichos niveles se
espera un incremento importante en la produccion de TGF-[3, anunciando la resolucion del
ataque agudo?*. Asi, es posible que si los pacientes fueron incluidos dentro de las
primeras 72 horas desde el inicio del ataque y dicho tiempo no es apropiado para traducir
modificaciones en la expresion génica por la via del inflamasoma, tanto los niveles de las
citocinas como de los transcritos de CASP-1 y NLRP-3 pueden no reflejar la inflamacion

vista en un episodio de gota aguda.

Por otra parte, los estudios previos realizados han demostrado que la modificacion en la
expresion de las citocinas proinflamatorias ocurren in vivo pero en monocitos encontrados

en la articulaciéon afectada.?> Reproducir dichos hallazgos en pacientes puede suponer
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limitaciones éticas si se considera el hecho que los pacientes con hiperuricemia crénica y
gota intercritica no cursan con indicacidon de artrocentesis. Asi, el grupo de estudio del que
podrian obtenerse monocitos en liquido sinovial seria, por ejemplo, pacientes que se
someten a cirugia articular abierta o artroscopica eliminando aquellas situaciones en las

que el inflamasoma podria estar modificado como en la artritis séptica2t 27,

Finalmente, el grupo de pacientes con gota aguda fue captado en el Instituto Nacional de
Cardiologia y algunos de ellos también cursaban sus primeros dias posteriores a un
evento agudo de Infarto al miocardio. Aunque la hiperuricemia es reconocida como un
factor de riesgo cardiovascular,22°:30 hasta hace poco tiempo ha sido posible relacionarla
con mayor frecuencia de eventos isquémicos agudos3'. Hay algunos trabajos in vitro en
que se reporta el dafno por reperfusion posterior a isquemia miocardica inducido por los
componentes del inflamasoma NALP3 en fibroblastos3? y miocardiocitos?33. La validez de
las observaciones mencionadas y su papel real en las repercusiones funcionales vy
estructurales en el corazén o la posibilidad de influir en la expresion sistémica de las

citocinas inducidas por el inflamasoma NALP3 aun estan por determinarse34.

9. CONCLUSIONES

No encontramos diferencias en los niveles de Caspasa-1 o NLRP-3 en los pacientes
incluidos con hiperuricemia crdénica, gota aguda y gota intercritica, sin embargo es posible
que esto se deba a diferentes factores metodoldgicos. Sera necesario continuar la
valoraciébn de la expresiéon del inflamasoma contemplando a cada uno de sus
componentes ademas de su traduccion en niveles de las interleucinas involucradas en la
via. Este estudio propone la necesidad de incluir tanto informacion clinica como
ultrasonografica que permita comparar pacientes de caracteristicas similares y evaluar de
forma particular la influencia del depésito de cristales de urato monosodico intrarticular en
los diferentes cuadros clinicos. La informacion generada sobre este tema posiblemente
podra ayudar a identificar a un segmento de pacientes que se beneficie en mayor medida

de recibir tratamiento hipouricemiante desde etapas subclinicas de la enfermedad.
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ANEXO 1. Formato de consentimiento informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO DE INFORMADO

Fecha:

Proyecto de investigacion:

Perfil de expresién del inflamasoma NALP3 en individuos asintomaticos con hiperuricemia crénica y daifo
estructural articular asociado al depdsito de urato monosaédico.

En este momento de esta llevando a cabo en nuestro Instituto un estudio de investigacion que tiene como objetivo
analizar y medir varias sustancias inflamatorias y la expresién de algunos genes en pacientes Mexicanos con elevacion
del acido urico en sangre. Este proyecto se encuentra aprobado y registrado ante el Comité de Investigacion de este
Instituto.

Si acepta, la participacion de usted en este estudio consistira en proporcionar 2 tubos de sangre venosa (de manera
similar a cuando le toman sangre para estudios de laboratorio de rutina) y contestar algunas preguntas generales como
edad y uso de medicamentos. Ademas, es probable que se le realice un estudio de ultrasonido en sus rodillas y pies;
este estudio no usa radiaciones y no duele ni se siente nada. Estos procedimientos no conllevan ningun riesgo para
usted o quienes lo rodean. Todos los estudios que se realicen dentro de este protocolo no conllevan ningun costo para
usted.

La decision de participar en este estudio es completamente voluntaria y anénima, y su decisiéon de ninguna forma influira
en la atencién médica ni el tratamiento que usted recibe. Toda la informacién personal se manejara siempre de manera
confidencial. Ademas, usted tiene toda la libertad de retirar su participacion en cualquier momento del estudio.
Finalmente, le solicitamos su autorizacion para que los resultados de este estudio puedan ser presentados en reuniones
cientificas y, en su caso publicados en revistas médicas, previa condicion de que los datos relacionados con su
privacidad seran manejados con completa confidencialidad y ninguna presentacion permitira su identificacion.

Si usted tiene cualquier duda sobre el estudio, puede dirigirse con los doctores Luis Humberto Silveira Torre en el
departamento de Reumatologia o Luis Manuel Amezcua Guerra en el departamento de Inmunologia del Instituto

Nacional de Cardiologia, o con el Dr. Pedro Rodriguez Henriquez en el departamento de Reumatologia del Hospital
General Dr. Manuel Gea Gonzalez.

Nombre y firma del paciente:

Nombre y firma del testigo 1:

Nombre y firma del testigo 2:
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ANEXO 2. Formato de recoleccion de datos

Perfil de expresién del inflamasoma NALP3 en individuos asintomaticos con hiperuricemia crénica y
dano estructural articular asociado al depdsito de urato monosédico

Fecha: / /

Nombre:
Registro:
Edad:
Género: (M) (F)
HAS (No)  (Si) AfRos de diagndstico

Tratamiento (farmacos)
DM (No) (Si) Afos de diagnoéstico

Tratamiento (farmacos)
Dislipidemia (No) (Si) AfRos de diagndstico

Tratamiento (farmacos)
Otras enfermedades relevantes (con tratamiento):
Unicamente para pacientes con gota aguda
1- Afios de diagndstico de hiperuricemia afos
2- Afios de diagndstico de gota afos
3- Uso de alopurinol  (No)  (Si) afios
4- Tiempo (en meses) de ultimo periodo intercritico meses
Del ataque actual

¢ Cudles articulaciones inflamadas?
¢, Tofos? (No) (Si)

¢ Artrocentesis? (No) (Si)
Tratamiento  AINE (No)  (Si)
Esteroide sistémico (No) (Si) Dosis
Esteroide intrarticular (No)  (Si)
Analgésico (No) (Si)

Una semana después
¢ Remitié el ataque de gota? (No)  (Si)
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