UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

Asociaciéon de los polimorfismos -762 y A1513C del gen P2X7 en
pacientes con arteritis de Takayasu positivos para Mycobacterium

tuberculosis.

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA FARMACEUTICO BIOLOGICA

PRESENTA:

MARIA DEL MAR DE LA CRUZ PEREZ

MEXICO D.F 2013


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: Francisco Javier Plasencia de la Parra
VOCAL: Profesor: Enrique Ortega Soto

SECRETARIO: Profesor: Ricardo Gamboa Avila

ler. SUPLENTE: Profesor: Martha Patricia Coello Coutiiio

2° SUPLENTE: Profesor: Tzvetanka Dimitrova Dinkova

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:
INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA “IGNACIO CHAVEZ”

DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA

ASESOR DEL TEMA! RICARDO GAMBOA AVILA

SUSTENTANTE (S): MARIA DEL MAR DE LA

CRUZ

PEREZ


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

INDICE

RESUMI BN ... e e e e e 1
Te e To [T YT of (o] o PR PRSPPI 3
1Y Eo T fofo I (=To ] o] o JA PP 4
Definicion de la arteritis de Takayasu...........cocouii i 4
Historia de la arteritis de Takayasu.............oooiieiiii i e 4
Incidencia de la arteritis de Takayasu............ccoveiii i e, 5
Caracteristicas clinicas de la arteritis de TakayasuU...........cccooveveviieiennnn 5
Clasificacion de la arteritis de TakayasuU..........c.coviiiiie i 7
Diagnéstico de la arteritis de TakayasuU.........ccovveiieiiiie i e e, 8
Etiologia de la arteritis de Takayasu............coeeeiiiiiniiiiiiiiiee e e 10
TUDEICUIOSIS ... e e e e e e e e e e 11
Caracteristicas clinicas de la tuberculosis..............cccooii i 13
Diagndstico de la tuberculosis. ............ove i 14
Patogénesis de la tuberculoSiS. ....... ..o 15
La respuesta de la inmunidad innata a las micobacterias........................ 17
Inmunidad adaptativa: interacciones de Mycobacterium tuberculosis

€N €l GranUIOMIA. .. ... ottt e e e e e e e e e e 18
Reactivacion de Mycobacterium tuberculosis.............c.ooooiiii i, 20
GBI P2 X e e e 20
RECEPIOI P2XT .. e e e e 21
Agonistas del receptor P2XT7 ... ..ot e e 23
Antagonistas del reCeptor P2X7 ... ..o e e 23
Permeabilidad de la membrana a través del receptor P2X7..................... 24
Muerte celulary el receptor P2X7 ... e e 25
PolimorfisSmo 1513A/C ... ... e e 26
POlMOIfiSMO -762T/C ... e e e e e e 26
Planteamiento del problema..........c.oooii i 27
Objetivo general y especifiCO.......couiiiiiiiiii 28
[ o0 1 =TS 28
Disefio experimental

1D 7= 0T o ] o 1 29
Definicion de la poblacion.............cocoo i e 29
Tamarfno de 18 MUESTa.........oiiii e e e e 30
1Y = (oo (o] (oo | - VAP PPPR 30
ANAIISIS EStAAISTICO. .. ...ttt e 34
RESUITAUOS ... et e e e 34

DS CUSION e e e e e e e e e 45


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

CONCIUSION e e e e e e e e e e 53

Referencias bibliograficas.............cccooiiiiii . B4

Anexos

Anexo 1: Técnica de obtencién de ADN en muestras embebidas en

[SE2 L= 11 o - T PR PPN 59
Anexo 2: Procedimiento para ajustar la concentracion de ADN................. 61
Anexo 3: Reactivos para la amplificacion de ADN por PCR..................... 62
Anexo 4: Gel de acrilamida al 8%, preparacion y condiciones

de la corrida de electroforesis............cooeieviiiie i e 63
Anexo 5: Tincion de plata para gel de acrilamida al 8%............cccccceeeeinneenn. 64


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

RESUMEN

La Arteritis de Takayasu es una enfermedad poco estudiada que presenta una
mayor frecuencia en paises como Japon, India y México. Su etiologia es
desconocida y se ha asociado a factores genéticos, enfermedades de tipo

autoinmune y tuberculosis, entre otras.

La relaciobn que se ha encontrado entre de la arteritis de Takayasu y la
tuberculosis se basa en que en ambas enfermedades existe un proceso
inflamatorio progresivo, por lo que se ha propuesto que a una infeccion por una
micobacteria, que se mantiene en estado latente precede al proceso
inflamatorio en la arteritis de Takayasu. Un posible vinculo entre estas
enfermedades es el gen P2X7 que codifica para un receptor (P2X7) de
membrana expresado en diversas células entre ellas monocitos y macréfagos.
El receptor P2X7 interviene en el proceso inflamatorio y la muerte de
microorganismos intracelulares  por medio de la apertura de canales
dependientes de ATP, por donde fluye calcio, sodio y potasio, lo cual
desencadena asu vezla cascada de caspasas y sefiales para el proceso de
apoptosis. Los polimorfismos A1315C y -762T/C del gen P2X7 se han

asociado en algunas poblaciones a la pérdida de funcién del receptor P2X7.

El objetivo del presente trabajo fue analizar la relacion entre los polimorfismos
del gen P2X7 (1513 y -762) en tejido adrtico de pacientes positivos para la
secuencia de insercion de Mycobacterium tuberculosis 1S6110 y con arteritis de

Takayasu.

Se analizaron las frecuencias genotipicas y alélicas de pacientes con: arteritis
de Takayasu (AT) (n=33), Tuberculosis (TB) (n=30); y el grupo control: con
pacientes diagnosticados con aterosclerosis (At) (n=69) que sirvi6 como grupo

control en el manejo de la muestra.

El ADN se obtuvo de biopsias de aorta conservadas en parafina. Se realizaron
las genotipificaciones mediante la técnica de reaccibn en cadena de la
polimerasa, PCR (FRLP) para el polimorfismo -762T/C, mientras que para el

polimorfismo A1513C se llevo a cabo por la técnica de PCR en tiempo real.
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Los andlisis estadisticos que se realizaron para los polimorfismos A1513C y -
762 del gen P2X7, fueron los siguientes: a) comparacion de las frecuencias
alélicas y genotipicas por grupo, utilizando todas las muestras, b) utilizando
sb6lo las muestras que dieron positivo al gen 1S6110 especifico para M.
tuberculosis, las frecuencias genotipicas fueron comparadas por grupo y
analizadas con respecto al grupo control y c) finalmente empleando soélo
muestras positivas para la secuencia de insercion 1S6110 se analizé el tipo de
tuberculosis por genotipo y grupo. Los resultados que se consideraron

estadisticamente significativos fueron aquellos con valor de p <0.05.

Los resultados obtenidos de los andlisis estadisticos siguiendo el orden del

parrafo anterior fueron:

a) Para el SNP 1513A>C, la comparacion del genotipo AA vs AC fue
significativa para todos los grupos: TB y aterosclerosis. En la evaluacion del
SNP -762 se obtuvo que el genotipo TT vs TC tuvo significancia en los
grupos de AT vy aterosclerosis.

b) En el andlisis con muestras +1S6110, el genotipo AA del polimorfismo
A1513C tuvo diferencias significativas en el grupo control y en TB. La
evaluacion del genotipo AA del SNP 1513A>C para los grupos de ATy TB
respecto al grupo control fue significativa. También el genotipo TT del SNP
-762 presento significancia en la comparacion de los grupos AT y TB con el
grupo control.

c) Se observé una significancia para el polimorfismo A1513C al comparar el
total de muestras con TB pulmonar con genotipo AA (29.3%) contra el total
de Tb pulmonar con genotipos AC+CC (12.1%).

En la poblacion estudiada el genotipo AA del polimorfismo 1513 en las
enfermedades de AT y TB representd riesgo para el desarrollo de las
enfermedades mencionadas, y el polimorfismo -762 el genotipo TT represent6

riesgo a padecer arteritis de Takayasu y tuberculosis.
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INTRODUCCION

La arteritis de Takayasu (AT) es una enfermedad que afecta a las grandes
arterias, como la aorta y sus ramas con un proceso inflamatorio crénico que
desencadena complicaciones como aneurismas y la muerte. Este padecimiento
es dificil de diagnosticar en su inicio. La etiologia de ésta enfermedad se
desconoce, aunque se ha asociado a cuestiones genéticas, enfermedades

autoinmunes y a tuberculosis (TB).

La AT vy la tuberculosis comparten un proceso inflamatorio como parte de la
respuesta inmune. La AT en su primera etapa se caracteriza por el desarrollo
de granulomas al igual que la tuberculosis, los granulomas recién formados
estdn integrados por fagocitos mononucleares inmaduros rodeados por las
células efectoras linfociticas incluyendo células T; CD4+ y CD8+. Al fallar esta
respuesta inmune en el caso de la tuberculosis ocurre la diseminacion de la
micobacteria y en la AT ocurre un proceso inflamatorio vascular en la capa
adventicia que se caracteriza por infiltracion de células B y T, habiendo casos
de formacion de nodulos con células B en el centro, y células T y células

detriticas hacia la periferia.

El receptor P2X7 es expresado en diferentes células entre las que destacan
macrofagos, este receptor es activado por ATP provocando la apertura de
canales que permiten la entrada de calcio y como consecuencia promueve la
apoptosis y con ello la liberacion de la interleucina madura (IL-1b), ademéas de
promover la activacion de las metaloproteasas de la membrana, generando la
expresion de I-selectina (CD62L), tanto en linfocitos como en monocitos,
activando la cascada de caspasas. Este receptor es codificado por el gen
P2X7, el cual presenta varios polimorfismos de los cuales, se ha reportado en
diversos estudios que los polimorfismos 1513A/C y el -762T/C pueden estar

implicados en la pérdida de la funcion del receptor.

Existen estudios que muestran la asociacion de los polimorfismos antes
mencionados con la tuberculosis, en donde los alelos mutantes de ambos
polimorfismos pueden estar implicados con la susceptibilidad a esta

enfermedad.
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Como ya se menciono anteriormente los polimorfismos 1513A/C y el -762T/C
estan relacionados con TB a su vez la tuberculosis se ha asociado a la
tuberculosis, por lo tanto conocer la asociacion de estos polimorfismos con la
arteritis de Takayasu nos pueden dar un indicio para conocer la etiologia de la

misma.
MARCO TEORICO
Definicion de Arteritis de Takayasu

La Arteritis de Takayasu (AT) fue definida por el American Collage of
Rheumatology (ACR) como una vasculopatia crénica inflamatoria idiopatica de
las grandes arterias elasticas, cuyo resultado son cambios oclusivos o
ectasicos, principalmente en la aorta y sus ramas inmediatas (tronco
braquicefalico, las arterias carotidas, subclavias, vertebrales y renales), asi

como también las arterias coronarias y pulmonares.

Historia de la enfermedad de Takayasu

La primera descripcion de la enfermedad de Takayasu fue hecha en 1830 por
Rokushu Yamamoto. Describié a un hombre de 45 afios con fiebre, ausencia
de pulso, pérdida de peso y falta de aire, que muri6 en su 11° afio de
seguimiento. En 1905, Mikito Takayasu, profesor de oftalmologia, describe a
una mujer de 21 afios con peculiares malformaciones arteriovenosas. A pesar
de que Takayasu no indica que otras arterias estaban involucradas, en el
debate que siguid, dos oftalmdlogos, Onishi y Kagoshima, describen hallazgos

oculares similares, junto con la ausencia del pulso radial®.

Algunos médicos, por lo tanto, insisten en denominar este padecimiento como
"enfermedad de Takayasu-Onishi". Poco después, varios casos fueron
reportados en Japon, incluyendo un informe en 1939 por Yasuzo Shinmi que
utilizé por primera vez el término "arteritis de Takayasu” al referirse al caso
de una paciente de 28 afios de edad, que se queja de delirio y es hospitalizada
en el Departamento de Psiquiatria de la Universidad de Tokio el 27 de Octubre
de 1939. El examen médico de esta paciente, cuenta y describe que los pulsos
radiales de la arteria braquial y la arteria carétida no eran palpables. Después

de una semana de hospitalizacion fallecid. El informe de la autopsia, sefiald
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que el paciente habia sufrido de panarteritis de aorta, carétida interna y
externa, las arterias subclavia y axilar. La paciente murié de cerebromalacia y

congestion pulmonar®.

Mas tarde, Kunio Oohta vuelve a examinar este caso e informé a la Sociedad
Patologica de Japon en 1940, haciendo hincapié en que los cambios
inflamatorios no sélo se limitan a la capa media, sino también en la intima y la
adventicia de las arterias, lo que equivale a panarteritis. Oohta también sefial6
por primera vez que las arterias pulmonares estaban involucradas en la arteritis

de Takayasu®.

En 1948 se describen las caracteristicas clinicas: la falta de pulso, anastomosis
coronaria en los vasos de la retina, que se acentla en el seno carotideo como
reflejo caracteristico de esta condicion moérbida. También se difunde un
articulo sobre la enfermedad de Takayasu en paises occidentales a través del
American Heart Journal escrito por Caccamize y Whiteman®. En 1951, las
caracteristicas clinicas de la enfermedad de Takayasu se resumieron en un

diario Inglés bajo el nombre de enfermedad sin pulso®.

En 1975, la investigacién del Comité del Departamento de Salud y Bienestar
de Japon propuso el uso de "arteritis de Takayasu” en memoria del autor del

primer reporte acerca del padecimiento, Mikito Takayasu?®.

Incidencia de la Arteritis de Takayasu

La arteritis de Takayasu tiene una incidencia de 1.2-2.6 millones por afio®. La
Arteritis de Takayasu es una vasculopatia rara que afecta principalmente a
mujeres jovenes, que se encuentran entre los 20 y 30 afios de edad, teniendo
una relacion mujer: hombre de 9:1": siendo la tercera vasculitis mas frecuente
en la infancia después de la purpura de Henoch Schonlein y la enfermedad de
Kawasaki®. Es mas frecuente en Oriente principalmente en Japén, sureste de
Asia, India y México.

Su incidencia no es tan frecuente en Europa, Estados Unidos y Canada. En
Africa es bastante rara, excepto en Sudafrica. En India y en Sudafrica la TA

compromete en forma mas frecuente la aorta abdominal; por ello en estos
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casos hay hipertension arterial, isquemia y se describe la forma aneurismatica.
En Latinoamérica, en México, Brasil y Colombia es la vasculitis mas

frecuente, (ver tabla 1).

Pais México Brasil Chile C. Rica Argentina Venezuela Colombia

N° de WEK] 83 15 4 1 4 114
casos

Tabla 1. Comparacion de los casos de TA en algunos paises de Latinoamérica, (recopilacion

de casos reportados en articulos hasta el afio 2007) tomado de Ochoa Carlos (2009)"°.

Caracteristicas Clinicas de la Arteritis de Takayasu (AT)

La AT es una enfermedad inflamatoria granulomatosa segmentaria y parcial de
las tres capas de la aorta y sus ramas principales®, que provoca estenosis en
las arterias medianas y de gran tamafio, debido a que afecta generalmente
el arco adrtico y susramas. Esta enfermedad estd caracterizada por
fibroproliferacion de la intimadela aorta, grandes vasos, las arterias
pulmonares arterias pulmonares y las arterias renales que lleva a la estenosis
segmentaria, oclusion, dilatacion y aneurisma en los vasos. Un término
alternativo, aortoarteritis idiopatica o no especifica se ha utilizado para describir

el espectro de las anomalias vasculares asociadas con esta condicion®.

Se describen dos fases o etapas de la AT. Una temprana, que se caracteriza
por sintomas sistémicos inflamatorios inespecificos (fiebre, sudoracion
nocturna, artralgias, mialgias, pérdida de peso y anemia), la patologia en la
aorta y ramas durante esta primera etapa consiste en cambios granulomatosos

en la media y la adventicia.

La segunda fase estd dada por un proceso inflamatorio vascular activo
localizado, caracterizado por dolor en el area afectada y aparicion de signos y
sintomas de insuficiencia circulatoria en la regién afectada. El proceso
inflamatorio se caracteriza en la capa adventicia con infiltracion de células B
y T, habiendo casos de formacion nodulos con células B en el centro, células
T y células detriticas en la periferia®, ademéas se observan cambios en la capa
media con células de Langerhans y necrosis central de fibras de células de

musculo liso®. Este proceso de la enfermedad continGia, a tasas variables, a
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una etapa esclerética, con hiperplasia de la capa intima, degeneracién de la
capa media y fibrosis en la capa adventicia, que puede comprometer la luz del
vaso. La aorta y arterias involucradas desarrollan estrechamiento segmentario,

qgue da lugar a manifestaciones clinicas de isquemia.

Cuando se desarrolla la estenosis aparecen los hallazgos més caracteristicos:
disminucién o ausencia de pulsos, soplos, hipertension arterial, sintomas
neuroldgicos, insuficiencia cardiaca congestiva, hipertension pulmonar,

etcétera.

El compromiso vascular suele ser mlltiple y las arterias afectadas mas
frecuentemente son las subclavias, las carétidas, las vertebrales y las renales.
El compromiso cardiaco por estenosis u oclusion de la circulacion coronaria se
presenta en 9% a 10% de los pacientes como infarto de miocardio o muerte

subita®.
Clasificacion de la Arteritis de Takayasu

Existen varias clasificaciones de esta enfermedad, en este trabajo se hace
referencia a la presentada en la conferencia de la arteritis de Takayasu de
1994. Esta clasificacion estd basada en la regién anatomica en la que se
presenta el dafo y se distinguen cinco tipos diferentes (ver figura 1 y tabla 2).
Este sistema es utli debido a que hace una comparacion de las
caracteristicas del paciente de acuerdo a los vasos involucrados y ayuda a

planear la cirugia®.
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Figura 1. Clasificacion angiogréfica de la arteritis de Takayasu. Se muestra la localizacion de
la lesién y el tipo al que pertenece. Tomado de Hahn Deirdré, et al. (1998)™.

Ramas del arco adrtico

lla Aorta ascendente, arco aértico y sus ramas
Ib Aorta ascendente, arco adrtico y sus ramas, aorta toracica
descendente.

111 Aorta toracica descendente, aorta abdominal y/o arterias

renales.
\Y) Aorta abdominal y/o arterias renales
\% Caracteristicas combinadas de los tipos llb y IV.

*Cuando se involucran las arterias coronarias o pulmonar deben ser
designadas como C (+) o P (-).

Tabla 2. Clasificacion angiografica de la arteritis de Takayasu®.

Diagndstico de la arteritis de Takayasu

La arteritis de Takayasu es un padecimiento cronico recurrente y puede cursar
de forma asintoméatica en un 10% de los casos. El Colegio Americano de

Reumatologia definié los criterios diagndsticos para la arteritis de Takayasu en
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1990%, pero fueron insuficientes para diagnosticar con precisién, por lo que
fueron modificados en el afio de 1996 por Sharma y colaboradores. El
diagnostico de la AT baj6é estos criterios se hace basandose en signos y
sintomas clinicos, datos de laboratorio y hallazgos angiograficos, (ver tabla 3).
Para poder diagnosticar la arteritis de Takayasu se requiere la presencia de:
a) 2 criterios mayores; b) 1 criterio mayor y 2 menores, y c) 4 criterios menores.

A pesar de esto, la frecuente inespecificidad analitica hace que el diagnéstico

final dependa en gran medida de los estudios de imagen*? (ver tabla 3).

Elevacién de la velocidad de sedimentacion
globular mayor 20 mm/h.

Claudicacioén de las extremidades

ausencia de pulsos

Carotidina (sensibilidad en arteria car6tida)
palpitaciones

Hipertension arterial
amaurosis fugaz

Regurgitacion adrtica
dolor en cuello
fiebre
vision borrosa

sincopes

disnea

Tabla 3. Criterios diagnésticos de la arteritis de Takayasu realizados por Ishikawa
modificados por Sharma et al (1996)".

La arteriografia es indispensable para el diagnéstico y seguimiento de la AT.
Sin embargo, su capacidad esta limitada a la deteccibn de cambios en el
diametro luminal tipicos de la etapa tardia de la enfermedad. Con este método
no se ponen de manifiesto la presencia de inflamacion vascular y el
engrosamiento parietal, caracteristicos de etapas mas tempranas. El
reconocimiento en la fase pre-estendtica permitiria iniciar el tratamiento en un

estadio potencialmente reversible.

Ultimamente se ha utilizado la tomografia con emision de positrones (PET) que

permite la identificacion temprana de todos los vasos afectados, los cuales
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muestran, debido a la actividad inflamatoria, un aumento de la captacion de la
F18-desoxiglucosa. Es posible de este modo el diagnostico precoz de la
enfermedad y el seguimiento de la respuesta terapéutica dado que la captacion

disminuye con la remision.

No existe el diagnostico de laboratorio debido a la falta de
marcadores seéricos especificos para la enfermedad de AT en |la
actualidad, tampoco existe ninguna prueba seroldégica conocida capaz
de suplantar el analisis histopatoldgico vascular en la determinacion de activos
debido ala inflamacion. En algunos estudios de laboratorio, los resultados
podrian variar por ejemplo: la concentracion de Proteina C
reactiva podria presentar valores elevadosy la velocidad de sedimentacion
globular puede ser acelerada, perosu correlacion con la actividad de la
enfermedad no es clara®™. El recuento sanguineo completo muestra anemia
normocitica/normocrémica, en el 50% de los pacientes. El factor reumatoide es
elevado enel 15% de los pacientes, algunos pacientes muestran niveles

elevados de transaminasas, hipoalbuminemia y hipergammaglobulinemia®.
Etiologia de la arteritis de Takayasu

La causa de la enfermedad de Takayasu es desconocida; pero se ha asociado
con diversos factores como anormalidades inmunolégicas inespecificas tales
como hipergammaglobulinemia o autoanticuerpos que son frecuentemente
encontrados en pacientes con AT. También han sido descritas asociaciones

ocasionales con otras enfermedades autoinmunes’.

Recientemente, se encontrd una correlacion de la inflamacion con los niveles
séricos de citocinas como la interleucina (IL) - 6 y RANTES (regulador en la
activacion, de células T normales expresadas y secretadas) con la actividad de

la enfermedad de Takayasu'”.

Una predisposicion genética ha sido asociada a AT basada en su distribucion
étnica y geogréfica. Los intentos para relacionarlos con genes HLA (del inglés
Human Leucocyte Antigen) clase Il han conducido a asociaciones débiles y

variables nada concluyentes’. Mientras que para HLA de clase | se ha

10
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encontrado un aumento en la expresion en el tejido de aorta con arteritis de

Takayasu en comparacion con la expresion en el tejido de aorta normal.

Esté relacion con la arteritis de Takayasu con HLA-I se basa en que las células
T reconocen los antigenos por sus receptores en asociacion con antigenos del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés:  Major
Histocompatible Complex). Por otra parte, interacciones célula-célula en la
respuesta inmune se cree que son mediadas por moléculas de adhesion

expresadas tanto en células inmunes y células diana.

También se ha asociado este padecimiento a la liberacion de perforina,
proteina liberada por parte de células NK que se ha encontrado aumentada en
estudios histopatoldgicos de aorta con AT*®. Por otra parte se sospecha de la
asociacion con la proteina de choque térmico de 65 kDa con la enfermedad

de Takayasu.

Existen estudios donde se reporta que se le encuentra asociada a la infeccion
tuberculosa, esta asociacion ha sido documentada en México por Lupi,
Sanchez, Robles y Reyes™. Su asociacion con la tuberculosis (TB) fue descrita
por primera vez hace unos 50 afios, basado en la presencia de células gigantes
tipo Langerhans y granulomas similares a los encontrados en lesiones por
tuberculosis. Esta asociacion es comun en zonas endémicas de TB. Ambas
enfermedades presentan lesiones similares cronicas inflamatorias y en

ocasiones también granulomas provisionales en las paredes arteriales™.
Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad crénica que afecta principalmente los
pulmones pero puede afectar a otras partes del cuerpo como los nddulos
linfaticos, huesos, articulaciones, rifiones y también puede causar meningitis.
Es causada por un conjunto bacteriano Mycobacterium, género perteneciente
a la familia Mycobacteriaceae que se integra por Mycobacterium tuberculosis
(MTB), M. bovis, M. africanum, M. canetti y M. microti, siendo la primera de
ellas el agente causal mads comun, las demas también pueden causar

tuberculosis, pero estas especies no suelen hacerlo en individuos sanos.
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Mycobacterium tuberculosis fue descubierta por Robert Koch que la aislé en
1882, por ello también MTB es conocido como el bacilo de Koch. Es una
bacteria &acido-alcohol-resistente, aerobia estricta, su crecimiento esta
subordinado por la presencia de oxigeno. Es muy resistente al frio, la
congelacion y la desecacion y por el contrario muy sensible al calor, la luz solar
y la luz ultravioleta. Su replicacion es muy lenta (se divide en periodos de 16 a
20 hrs.) y ante circunstancias adversas puede entrar en estado latente,

pudiendo retrasar su multiplicacion desde algunos dias hasta varios afos.

El reservorio natural del M. tuberculosis es el hombre, tanto el sano infectado
como el enfermo. Se estima que un tercio de la poblacion mundial ha tenido
contacto con esta bacteria, y que solo una baja proporcion de las personas

infectadas desarrollan la enfermedad?®.

Existen registros de la tuberculosis en China de hace 2300 afios de antigiedad,
en India hace 3300 afios y el &cido desoxirribonucleico (ADN) de
Mycobacterium tuberculosis se ha encontrado en momias egipcias que
vivieron hace ya 5400 afios. A pesar de que es una enfermedad muy antigua
siguen habiendo casos en la actualidad, esto se debe a diferentes causas: la
resistencia desarrollada por MTB a diversos antimicrobianos, la propagacion
de la infeccion por personas infectadas que no desarrollan la enfermedad y
que migran a otros lugares. Se estima que para el afio 2050 habra 5
millones de muertes por tuberculosis a nivel mundial’.

En México la informacion preliminar de la Plataforma Unica de Tuberculosis
del afio 2007 sefiala que se registr6 una tasa de 16.3 por cada 100 mil
habitantes de TB en todas sus formas (17 143 casos nuevos). Del total de
casos notificados en 2007, la forma mas frecuente fue la TB pulmonar, al

registrarse una tasa de 13.5 (14 422 casos nuevos) %, Ver figura 2.
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Figura 2. Gréfica incidencia de TB pulmonar en los afios 2000-2007 en México. Tomado de

Epidemiologia (SINAVE; 2008)2.
Caracteristicas clinicas de la Tuberculosis.

Comunmente los sintomas de la tuberculosis se dividen en dos: TB primaria
y reactivacion de la TB. Los sintomas que caracteriza a la tuberculosis
primaria son: tos, fiebre, pérdida de apetito, también puede haber silbidos
debido a la compresion bronquial por los ganglios linfaticos inflamados y signos
de neumonia. Las complicaciones inmediatas incluyen la bronconeumonia,
derrame pleural y enfermedad diseminada. Las complicaciones intermedias
incluyen diversas formas de enfermedades pulmonares y las complicaciones

tardias son las bronquiectasias.

Sin embargo, la mayoria de las infecciones primarias pasan desapercibidas y
la infeccion permanece latente por muchos afios, la reactivacion de la
enfermedad primaria se da en la vejez o en un estado de salud
inmunosuprimido o inmunocomprometido apareciendo como una tos cronica a
veces con hemoptisis (presencia de sangre en el esputo), malestar general y
pérdida de peso. La fiebre y sudores nocturnos son frecuentes.
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Diagnéstico de Tuberculosis

Generalmente la forma inactiva de tuberculosis pulmonar, que es la forma més
comun es asintomética en un inicio, pero cuando aumenta el grado de
severidad y su extension, aparecen algunos sintomas como tos, expectoracion,
disnea y con menos frecuencia, hemoptisis. La hemoptisis puede ocurrir ante
una tuberculosis activa o inactiva y lo mas comun es la presencia de estrias de

sangre en la expectoracion. La hemoptisis masiva es poco coman.

Cuando hay sospecha de que pueda existir un caso positivo de tuberculosis, el
diagndstico con la prueba bacteriolégica es la primera opcion. La baciloscopia
se hace en serie de tres, las muestras a analizar pueden ser de origen
respiratorio (esputo normal o inducido, lavado bronquial y broncoalveolar,
biopsia, s endoscdpicas o quirdrgicas,) o no respiratorias (orina, LCR, sangre y

médula ésea en inmunodeprimidos, punciones aspirativas y biopsias.

La confirmacion de tuberculosis se hace mediante radiografia de térax, aunque
no existe un patron radioldgico caracteristico los hallazgos més frecuentes son:
cavernas en lébulos superiores, condensaciones pulmonares [neumonicas],
derrame pleural, imagen miliar o de mijo, ensanchamiento mediastinal y

cavernas en l6bulos inferiores (frecuentes en inmunosuprimidos) *°.

Un diagnéstico positivo se establece con al menos una baciloscopia positiva en
una serie de tres; sin embargo, un resultado negativo, no excluye el diagnéstico

de tuberculosis®®, ver Figura 3.

14


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Persona sospachosa de TE pulmomnar

-
Elsqueds de BARR

an F muastras de expectaracian
Prara exarner microscGpioo
"

- -
Rx e Tdrax Tratamiento
DiecisiGn antibidtica
médica Ej.: amoxidlina
- -

Si
f—————— Tuberculosis? Mlgjoria?
Mo

duda |

Busqueda de BE

enamuatra.sdeexpectoraclénl‘
B adi .

i
Rx da Térax
Cracisian madica
L Tratar el caso de tuberculosis #—  Tuberculosis?
' ' g
Busqueda de otro
diagndstica

Figura 3. Mapa conceptual que muestra el proceso para el diagndstico por medio de

baciloscopia de Tuberculosis. Tomado de Garcia (2006)".
Patogénesis de M. tuberculosis: etapas de la infeccion

La infeccion por M. tuberculosis se puede dividir en tres etapas separadas
entre si, ver figura 4. En la primera etapa, individuos se infectan por via aérea,
las personas infectantes eliminan bacilos a partir de aerosoles (tos,
expectoracion) y la capacidad infectante depende del numero de bacilos
inhalados y de la susceptibilidad del huésped. Dentro de los pulmones, lugar
que infecta principalmente MTB, reside en células fagociticas como los
macroéfagos alveolares y células dendriticas, o alternativamente, en monocitos
en sangre periférica donde se reproduce muy lentamente (lo cual es
caracteristico de las micobacterias), aunque se piensa generalmente que los
macroéfagos proporcionan una barrera efectiva contra la infeccion inicial por M.
tuberculosis, ésta ha desarrollado numerosas estrategias que le permiten
sobrevivir y establecer su residencia inicial en las células. Estas incluyen

mecanismos para reducir la acidificacion dentro del fagosoma, modificar el
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trafico de éste, y alterar la asociacién de varias proteinas de membrana del

organelo®.

El curso de infeccion durante la segunda etapa es principalmente dictado por la
respuesta inmune adquirida del hospedero. Es en esta etapa de la infeccion en
donde el organismo del individuo produce suficientes linfocitos sensibilizados,
entonces los bacilos de TB son rodeados por cuatro capas celulares [células
epitelioides, células gigantes, linfocitos (sensibilizados) y fibroblastos], para
impedir que continien su multiplicacion, es decir, la formacion del granuloma. A
esta respuesta del hospedero se le conoce como primoinfeccion o lesion
granulomatosa y representa el principal mecanismo del organismo para

“controlar a las micobacterias” (ante su casi imposibilidad de erradicarlas) %.

La tercera y etapa final de la infeccion se caracteriza por la reactivacion del
bacilo de la tuberculosis en estado latente, y el inicio posterior de la infeccion
aguda secundaria en el huésped™®.

Inmunidad Inmunidad Supresion
innata adquirida inmune

'

}——ETAPA 1- —“——LE_”"’* 2— —}——=€mPA 3—]

I | I

Formacion d Inhibicién del Diseminacion

I granuloma Cracimbenibe Baciar hematogénea

ngresoy R

g : revencion de la
residencia en CD4* CDE* T zugemm i ok Rapido
macrofagos crecimiente  Enfermedad
L s bacilar clinica

Epacion Activacion de Reactivacion
en macrofagos macrofagos muerte

Figura 4. Muestra las etapas de la infeccion por M. tuberculosis y los eventos representativos

de cada una de ellas®.
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Larespuestade la Inmunidad Innata a las micobacterias

La primera etapa (fig. 5) comienza con la entrada del microorganismo al
cuerpo y activar la respuesta inmune innata, las primeras células que
intervienen son los macrofagos y las células detriticas que contienen
receptores de reconocimiento a patdgenos (PRR) que se unen a moléculas
conservadas en bacterias denominados patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP). Una vez que los macrofagos han reconocido algin PAMP,

proceden a fagocitarlo.

La fagocitosis tiene diferentes variantes pero la que mas se ha observado en
las infecciones con M. tuberculosis es la fagocitosis convencional que consiste
en que la membrana celular del macréfago o célula detritica, en este caso, se
torna en forma de dos dedos simétricos o pseuddpodos que rodean el
organismo, resultando en una vacuola llamada fagosoma o endosoma. La
mayoria de los fagosomas se fusionan con los lisosomas dando lugar a un

fagoliosoma.

La fusion fagolisosomal se regula por la interaccién de moléculas Rab 7 y
proteinas lisosomales, este proceso es importante no sé6lo para matar, sino
también para la eliminacion de los organismos muertos y la generacion de
fragmentos proteoliticos del patégeno para el reconocimiento de las células T.
Sin embargo, MTB evita la acidificacion y previene la fusion fagolisosomal,

debido a que las micobacterias tienen un factor que desactiva a Rab7.
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Figura 5. Esquema representativo de la respuesta inmune innata en presencia de

micobacterias.

Inmunidad adaptativa: Interacciones de Mycobacterium tuberculosis en

el granuloma

El principal mecanismo utilizado por el hospedero para el control del
crecimiento de M. tuberculosis durante la infeccion persistente, y el limite del
crecimiento bacilar y difusibn a los sitios adicionales de infeccion, es la
formacion de granulomas. Los granulomas son agregados organizados de las
células inmunes que rodean a los focos de tejidos infectados®®. Los granulomas
recién formados estan integrados por fagocitos mononucleares inmaduros
rodeados por las células efectoras linfocitica incluyendo células T; CD4 + y
CDS8 +.

El modelo comun de un granuloma tuberculoso humano describe un area de
necrosis central, que proporciona la fuente nutricional para micobacterias
persistentes, rodeado por un muro denso de leucocitos para la prevencion de la
propagacion de micobacterias. La infiltracion de leucocitos también contribuye
al deterioro masivo de los tejidos afectados. Cuanto mas se agranda el
granuloma, la necrosis se expande a expensas de las capas de células que lo

rodean®.
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Dentro de los granulomas, es generalmente como se cree que M. tuberculosis
debe adaptarse a un gran ambiente dinamico. En primer lugar, a gran parte de
los alrededores tejido calcificado o necrdtico. En segundo lugar, el interior del
granuloma se piensa que es carente o contienen bajos niveles de oxigeno. En
tercer lugar, se cree que los granulomas contienen altas concentraciones de
diéxido de carbono, y poseen mayores niveles de acidos organicos alifaticos y
enzimas hidroliticas. Por dltimo, la activacién de los macrofagos y de otras
células efectoras inmunes que rodean el granuloma liberando numerosos

compuestos antimicrobianos™® (figura 6).
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Figura 6. Esquema en donde se muestran las estructuras que forman los granulomas y la
respuesta inmune. Macrofagos (Mo), células epiteloides (E), en el centro del granuloma se
encuentran las micobacterias, entonces se activan las células epiteloides para presentar
antigenos a las células T y producir una variedad de citocionas y quimiocinas, o para matar
las células infectadas y micobacterias intracelulares. Las quimiocinas reclutan células
adicionales de la circulacion sanguinea al sitio de infeccion primaria. IFN-y activa los
macrofagos y otras células presentadoras de antigenos para matar las bacterias intracelulares
a través de intermediarios reactivos del oxigeno (ROI) o intermediarios reactivos del nitrdgeno
(RNI). Células T CD4 + y Mo producen TNF-a y la linfotoxina-a 3 (LTa 3), que se requiere para
la formacion de la pared que rodea el granuloma. En el centro del granuloma, el bajo nivel de
oxigeno forma un ambiente hostil para micobacterias. Las células T CD8 + liberan granulisina
y perforina a causa de la deteccién de antigenos extrafios a través del TCR. Tomado de
Ulrichs Timo y Kaufamann Stefan (2006)*.
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Reactivacion de Mycobacterium tuberculosis

Los mecanismos de los que se vale M. tuberculosis para entrar en latencia se
desarrollan después de la respuesta inmune adaptativa, esto es cuando la
concentracion de oxigeno disuelto disminuye hasta el 1% presentandose una
interrupcion abrupta en la sintesis de ADN y de ARN. También los bacilos
reducen la sintesis de proteinas, se vuelven resistentes a varios farmacos
incluyendo isoniacida y rifampicina, e inducen la expresiébn de numerosos
productos de genes que (i) permiten la utilizacion de fuentes alternas de
energia (como el ciclo del citrato para permitir el metabolismo de los lipidos
abundantes en el centro necrético de granulomas), (ii) estabilizan y protegen
productos celulares esenciales vy (iii) el sitio iniciador que regula los genes

mediadores de la respuesta de adaptacion®®.

Cuando las micobacterias encuentran un ambiente propicio para su desarrollo,
es decir, que el sujeto infectado esta inmunosuprimido, entonces se dard la
reactivacion de las micobacterias, se reproducirdn nuevamente y se

diseminaran.
Gen P2X7

El gen P2X7 pertenece a la familia de genes P2XR, que esta conformada por
siete miembros (P2X1-7). Este gen ha sido encontrado en mamiferos y en

oviparos, pero no en invertebrados®.

El gen P2X7 tiene un tamafio de 53 kb con 13 exones y ha sido asignado a la
region cromosémica 12q24%%, que codifica para un polipéptido de 595
aminoacidos de largo, (receptor P2X7), este receptor se expresa en la
membrana celular y se activa principalmente por adenosin -5'-trifosfato (ATP)
2% en diversos tipos de células desde las neuronas, macrofagos, células

dendriticas, los fibroblastos, linfocitos y células endoteliales®.

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) son variaciones de una
secuencia de ADN que ocurren cuando un solo nucledtido en la secuencia es
diferente de la normal en al menos 1% de la de la poblacion. Cuando los SNPs

ocurren dentro de un gen, crean diferentes variantes, o alelos, del gen25. El

20


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

gen P2X7 es altamente polimorfico y hay 32 variantes, dependiendo del

aminodcido alterado.
Receptor P2X7

El receptor P2X7 pertenece a la familia de receptores P2X (P2XR)
dependientes de ATP(la  activacion del P2X7 requiere una
concentracién casi milimolar de ATP?®), que funciona como canales
permeables y no selectivos a iones como al Na*, K* y Ca?'. Las respuestas
en los tejidos se basa en 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?.

Los receptores P2X son canales de triméricos compuestos por subunidades
proteicas codificadas por siete genes diferentes P2XR (nombrados P2X1 hasta
P2X7, segun el orden de clonacién) expresados en mamiferos y algunos

vertebrados.

Los receptores P2XR comparten una estructura similar que comprende dos
segmentos transmembranales, un bucle extracelular que contiene 10 cisteinas
esparcidas homogéneamente, residuos conservados de lisina y de glicina y
tres sitios de N-glicosilacion (Asn-X-Ser/Thr), y intracelularmente posee un
grupo amino y un grupo carboxilo terminales seguido por un tramo largo (a
24, 25

partir de Phe188 a Val321) formando seis hojas antiparalelas 3
7.

, ver figura

Los dominios del amino y carboxilo-terminal de P2X7 (AA 352 Y 595) son de
mayor tamano que en otros miembros del subtipo P2X. El dominio C-terminal
es crucial para la formacion de poros P2X7, transduccién y sefializacién, pues
estudios sugieren que P2X7 puede funcionar como un sistema de sefializacion

complejo al interactuar con diversas proteinas intracelulares.
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Figura 7. Esquema del receptor P2X7, se pueden observar los dominios intracelulares

amino terminal y carboxiterminal. Tomado de Suran L. Fernando, et al. (2005)%".

La region C-terminal también contiene sitios putativos para la interaccion con
lipopolisacaridos, dominios SH2 y de o-actina®®. Se han encontrado
similitudes entre la regién de hojas B y el dominio catalitico de clase Il de la
sintetasa aminocil-tRNA sintetasas. Estas hojas 3 son parecidas a residuos que
comprenden el sitio de union a ATP, desde la sustitucion de dos amino&cidos

comprendidos en la region, Lys193 y Lys311%°.

Los receptores P2X7 mediados por cambios en las concentraciones
intracelulares de potasio conducen a la activacion de la caspasa-1 y la rapida
maduracién y la liberacion de la citocina pro-inflamatoria IL-1p. EI aumento de
la concentracion de IL-1B a su vez, provoca la induccion de Oxido nitrico
sintasa, enzima ciclooxigenasa-2 y el factor de necrosis tumoral (TNF-a). La
activacion de la caspasa-3 también ha sido relacionada con la activaciéon del
receptor P2X7 y su posible asociacion con los mecanismos citotoxicos,
incluyendo la formacion de los poros. Los inhibidores de lacaspasa 1 y 3
bloquean eficazmente a la activacién de P2X7%.
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Agonistas del receptor P2X7

Una exposicion prolongada a agonistas conduce a la formacion de grandes
poros en la membrana de la célula. ElI 2, 3- (benzoil-4-benzoil)-
ATP (BzATP) estimula al receptor P2X7 de manera mas potente que el ATP,
sin embargo no es un agonista selectivo para P2X7, sino también para otros
receptores P2X. EI ADP (adenosin difosfato) y AMP (adenosin monofosfato)
son agonistas muy débiles en el receptor P2X7. Sin embargo, después de una
breve exposicién al ATP, la eficacia de ADP y AMP aumenta (aunque siguen
siendo débiles en comparacion con el ATP), esto ha hecho suponer que una
breve estimulacion inicial con ATP provoca un cambio mas prolongado en el
receptor, que posteriormente altera su capacidad para discriminar entre ATP,
ADP y AMP?,

Antagonistas de receptor P2X7

Existen cinco tipos de blogueadores (Figura 8), uno de ellos son los iones. El
calcio, magnesio, zinc, cobre, y todos los protones inhiben la generacién de
ATP, disminuyendo la concentracion de ATP al orden de micromoles, siendo
insuficiente la concentracion de ATP el receptor es bloqueado. El bloqueo del
receptor es independiente del voltaje. El segundo tipo son los receptores
similares a P2X7 como la surimina, PPADS y el inhibidor mas potente es el

azul brillante G, en concentraciones nanomolares.

El tercer grupo contiene dos grandes cationes organicos calmidazolium (en
concentracion 10 nM), y KN-62. Calmidazolium bloquea también otros canales
ionicos incluyendo los canales dependientes de nucledtidos ciclicos.
Calmidazolium {1 - [bis (4-clorofenil) metil] -3 - [2 - (2,4-diclorofenil) -2 - (2,4-
dichlorophenylmethoxy)-etil]-1Himidazolium} tiene un ndcleo imidazolinio
cargado, rodeado por cuatro restos clorobencenos. KN-62 es una piperazina
[4-[2-[(5-isoquinolinilsulfonil)] metilamino-3-oxo-3-(4-fenil-1-piperazinil)
propiléster fenilol] utilizado como un inhibidor de calcio/calmodulina-

dependiente la proteina quinasa tipo Il (CaM quinasa Il).
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La cuarta clase de antagonistas P2X7 es el 17-B-estradiol, se ha reportado que

bloquea las corrientes de BzATP. El ultimo, antagonista es un anticuerpo
1.
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Figura 8. Estructura molecular de los antagonistas del receptor P2X7. Tomado de North R. Alan
(2002)*.

Permeabilidad de la membrana plasmatica a través del receptor P2X7.

La permeabilidad de este receptor se ha estudiado mediante el uso de
colorantes como el etidio y YO-PRO-1, debido a sus propiedades fluorescentes
ademés que se intercalan en los acidos nucleicos, dando asi una medida

directa de su entrada en las células?

El ATP es el ligando para P2X7 receptor ionotrépico®, después de la
activacion del receptor se abre un canal catiénico de manera reversible que
permite el influjo de Na*, Ca*" y eflujo de K*, provocando la induccién de la
apoptosis y la liberacién de interleucina madura (IL)-1B, respectivamente. La
estimulacién sostenida con dosis mayores 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
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(NMDG). Genera en linfocitos By T un poro con un tamafio molecular de poco
méas de 300 Da** (Figura 9).

MNMDG*
YO-PRO-12+

B MNa*
K NMDG*
o Catt PRO-12+
P2X; 0 Ca J-E, ¥O-PRO-1

— ffﬁ‘ﬁ_gﬁ‘fﬁ

Figura 9. Apertura de canales a través del receptor P2X7 dependiente de ATP; A: La unién de
P2X7 con ATP, provoca la apertura del canal por unos milisegundos, lo que provoca un cambio
conformacional en el canal al paso de iones pequerios; B: primero se abre el canal para iones
pequefios, después de una exposicion prolongada de ATP, el receptor activado puede unirse a
otra proteina (aun no identificada) que provoque la apertura de canales que permitan el paso

de cationes mas grandes e inclusive de tintes fluorescentes®.

Muerte celulary el receptor P2X7

La estimulacion de P2X7 puede conducir a la apoptosis o0 necrosis de
macroéfagos infectados y células epiteliales a través de un proceso que requiere
activacion por la fosfolipasa D (PLD), dando lugar a la fusion de lisosomas y
vacuolas, y la acidificacién de las vacuolas, asi como la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). La inhibicién de la sefializacion P2X7 parece ser
critico para 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?®(figura 10).
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Figura 10. Esquema que ilustra la intervencién del receptor P2X7 activado por ATP; 1) En el
desarrollo de apoptosis medida por la fosfolipasa D y por las sustancia reactivas de oxigeno
(ROS) que desencadenan en la fagocitosis de las micobacterias, 2) por otro lado al haber
ATPasas el proceso de apoptosis por P2X7 se interrumpe lo cual desencadena la diseminacion

de la micobaceria®.

Polimorfismo 1513A/C

En el polimorfismo del gen P2X7, 1513A/C, el residuo 496 (Glu496 a Ala)
cambia de acido glutdmico a alanina, debido a un cambio de nucleétidos de
una adenina a citosina®®, en una zona conservada del carboxilo terminal del
gen. Este polimorfismo presenta una frecuencia alélica de 14-18% en las
poblaciones caucésicas?®.

Esta regién esta implicada en las interacciones proteina-proteina, que incluyen
sitios de unidn a lipopolisacaridos bacterianos, asi como la uniéon a a-actina.
Este polimorfismo es de origen natural, y la pérdida de su funcién causa la
incapacidad para desencadenar la formacion de poros e induccion de la
apoptosis®. Diferentes estudios 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 reduccién en los individuos heterocigotos. En esta pérdida de
funcion es probable que se bloquee la unién de ATP al dominio extracelular del

receptor®*.
Polimorfismo -762 T/C

Es un SNP en la regién promotora del gen P2X7 en el nucledétido de la posicion
-762 (C/T) se ha descrito que tiene un asociacibn protectora contra

tuberculosis®®, en la poblacién de Gambia se ha reportado que el genotipo CC
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esti asociado a la disminucion de la susceptibilidad a tuberculosis (P=0.027,
OR= 0.545, IC del 95%= 0.318 — 0.934)*!, en un reporte en poblacién mestiza
mexicana no se encontrd asociacion con la TB, y aunque aun no es clara la
manera en que este polimorfismo confiere proteccion, se cree que tiene que

ver en la regulacién de expresion de este gen en diferentes poblaciones®.
Planteamiento del problema

Debido al desconocimiento de la etiologia de la arteritis de Takayasu, y al
avance silencioso de esta enfermedad que puede desencadenar
complicaciones serias que llevan a la muerte, es necesario realizar estudios
que relacionen y analicen las posibles causas del padecimiento, con el fin de
tener datos mas completos que contribuyan a la comprensién de la

enfermedad.

Por otro lado, se sospecha que la tuberculosis pueda estar implicada en la
etiologia de AT debido a la presencia de infeccion tuberculosa en los pacientes
con arteritis de Takayasu. Un posible vinculo que explique la probable relacion
entre la tuberculosis y la arteritis de Takayasu es el gen P2X7, el cual codifica
para un receptor llamado P2X7 que estd involucrado en la regulacién de
diversas funciones tales como: la liberacion de interleucinas proinflamatorias y
la respuesta inmune a bacterias intracelulares, entre otras. Sin embargo este
receptor puede sufrir pérdida de funcion al ser codificado por los

polimorfismos 1513A/C y el polimorfismo -762T/C de la regién promotora.

Si el receptor P2X7 disminuye o pierde su funcién a causa de la variacion
genética de los polimorfismos antes mencionados, esto conllevaria a una
mayor susceptibilidad a infecciones a través de Mycobacterium tuberculosis y
esto aunado a otros factores puede estar condicionando, a la apariciéon de la
arteritis de Takayasu. Por lo tanto, el conocer si existe asociacién entre los
polimorfismos antes mencionados con la presencia del gen 1S6110 que esti
presente en Mycobacterium tuberculosis y la enfermedad de Takayasu, nos
puede ayudar a conocer mas de esta enfermedad, al aclarar si los
polimorfismos genéticos del gen P2X7 estan relacionados como un factor de

riesgo o bien de proteccion a la enfermedad.
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OBJETIVOS
Objetivo General:

Estudiar la frecuencia de los polimorfismos 1315A/C y -762T/C, del gen P2X7
en pacientes con arteritis de Takayasu con presencia de M. tuberculosis,
compararlos con pacientes con tuberculosis y pacientes con aterosclerosis
(grupo control), y analizar si existe asociacion entre los polimorfismos con la

arteritis de Takayasu y tuberculosis.

Objetivos Especificos:

e Determinar la frecuencia del polimorfismo del gen P2X7 en la region
promotora (posicion -762) en pacientes con arteritis de Takayasu,
pacientes con tuberculosis y el grupo control (un grupo de sujetos con
aterosclerosis).

e Determinar la frecuencia del polimorfismo A1513C del gen P2X7 en
individuos mexicanos con arteritis de Takayasu, tuberculosis y
aterosclerosis.

e Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
estudiados de los pacientes con arteritis de Takayasu y los pacientes
con tuberculosis con respecto al grupo control.

e Analizar la presencia del gen 1S6110 especifico para M. tuberculosis en
todos los grupos de estudio.

e Determinar la susceptibilidad de riesgo/proteccién de los polimorfismos
estudiados del gen P2X7 con la arteritis de Takayasu y TB en una

muestra de la poblacion mexicana.
Hipotesis

Las frecuencias de los polimorfismos seran diferentes en los grupos de arteritis
de Takayasu y tuberculosis con respecto al grupo de aterosclerosis. Con base
a las frecuencias genotipicas de estos polimorfismos, se pudiera hacer una
asociacion de cierto genotipo como un factor de susceptibilidad o de proteccion

a padecer estas enfermedades en nuestra poblacion de estudio.
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DISENO EXPERIMENTAL
Descripcion.

Se realiz6 un estudio retrospectivo de tipo genético, transversal a
conveniencia por casos y controles, con un muestreo no probabilistico de casos
consecutivos. Se buscaron y confrontaron hallazgos de expedientes obtenidos
del departamento de patologia con expedientes clinicos para elegir casos y
controles. (Revisado por la Dra. Ma. Elena Soto Lopez reumatéloga experta del

Instituto Nacional de Cardiologia).
Definicion de la poblacion

Nuestra poblacion de estudio constdé de pacientes mexicanos diagnosticados
con arteritis de Takayasu (AT) por el servicio de Reumatologia del Instituto
Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez’. La clasificacion clinica fue
definida de acuerdo al Colegio Americano de Reumatologia (ACR; del inglés
American College of reumatology), en cinco subgrupos de acuerdo a la

localizacion del dafio.

Ademas la poblacién se integré con muestras de individuos mexicanos con
tuberculosis, estos fueron confirmados por el diagnostico de la autopsia, el
expediente clinico con la historia clinica de la enfermedad tuberculosa, tiempo
de evolucion del padecimiento y lugar donde fue tratado, cultivos (baciloscopia)
y biopsia segun el caso de confirmacién de tuberculosis, ademés de la
sintomatologia y hallazgo del dafio cardiovascular por el cual llego a este

Instituto especializado.

Para el grupo control se estudiaron individuos mexicanos diagnosticados con
aterosclerosis. En los pacientes con aterosclerosis se tomo en cuenta el reporte
consignado por el pat6logo de aterosclerosis con fibrosis en pared arterial, en
la capa intima y media y se analizaron los datos clinicos, historia clinica, tipo de
estudios solicitados durante su estancia, hallazgos cardiovasculares, tiempo

de evolucion con el padecimiento y co-morbilidades.
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Tamano de la muestra

Un total de 30 pacientes con Tb, 33 pacientes arteritis de Takayasu y el grupo

control integrado por 69 pacientes con aterosclerosis.
Metodologia

Seleccién de las muestras de aorta. Se buscaron reportes de casos con AT, TB
y aterosclerosis en el archivo de Patologia con la descripcion clinica y
patolégica completa. En aquellos casos que se contaba con tejidos de aorta
conservados en parafina, fueron presentados a dos patdlogos expertos,
quienes evaluaron las condiciones del tejido, tipo de procesamiento y

almacenamiento.

En los casos con AT se buscaron los criterios clinicos con los que se llego al
diagnéstico clinico y reporte de angiografia. Se definio el tipo de arteritis

Takayasu de acuerdo a la Clasificacién de Hata et al (1997).
Criterios de Inclusion:

Aquellos casos de AT que cumplieran més de 4 criterios de acuerdo a ACR y la
confirmacién por estudio de imagen; ademas que los bloques de tejido adrtico
hubieran sido procesados con la misma técnica, que el material fuera de

suficiente y de pureza adecuada.

Se eliminaron aquellos en los que no se logré obtener suficiente material para
el procesamiento y extraccion de ADN y cuando no se encontraron los

expedientes clinicos para evaluar en forma similar para cada grupo.
Extraccion de ADN

La extraccion del ADN de tejidos embebidos en parafina de los grupos con AT,
TB y aterosclerosis, se obtuvo utilizando un kit comercial (lllustra Nucledn
Genomic, GE Healthcare) segun las indicaciones del fabricante. Brevemente,
se utilizd 20-30 micras de tejido en parafina contenidos en un tubo de 1.5 ml, se
cubrié con xileno para desparafinar el tejido, se incub6 2 minutos. Se centrifugo

y se removio el xileno. El tejido se re-hidratd con lavados con etanol al 100%, al
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75%, al 50% y por ultimo al 25%. Posteriormente se agrego proteinasa K y se
realizé la extraccion del ADN con la resina Nucleédn. (Anexo 1)

El ADN se cuantifico en un espectrofotometro a 260nm y se realiz6 el ajuste
para concentrar el ADN a 200ng/pL y a 10ng/pL, (anexo 2). El ADN obtenido se
almaceno a -70°C hasta su utilizacion.

Determinacién genotipica.

La presencia de Mycobacterium tuberculosis en las muestras se confirmé a
través de la secuencia de insercion 1S6110 especifica para identificar a M.
tuberculosis y a M. bovis, esta secuencia tiene una gran sensibilidad en PCR*,
su presencia y numero de copias varia entre cepas de M. tuberculosis y M.
bovis, este fragmento se encuentra en mayor frecuencia y se repite mas veces

en M. tuberculosis® * (figura 11).

d H‘\.

331
242
190

147
110

123

Figura 11. Amplificacion del gen IS6110 de M. tuberculosis en gel de acrilamida al 10% tefiido
en nitrato de plata. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2;: amplificado para el gen de
insercion 1S6110 (123 pb). Carril: 3 y 4 DNA de M. tuberculosis tomado de una linea celular

H3Ryv (control positivo).

Mediante la amplificacion de esta secuencia, utilizando los siguientes
cebadores: 1S6110 Forward (5-CCTGCG AGC GTA GGC, GTC GG-3) y
IS6110 Reverse (5"-CTC GTC CAG CGC TTC GG-3’) de acuerdo a Negi et al,
2007°°, se utilizé un marcador de peso molecular de 1320b.
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El control positivo se obtuvo de cadenas extraidas de lineas celulares de
Mycobacterium tuberculosis HRv37, provenientes del Departamento de biologia

celular del Instituto Nacional de Cardiologia.

El sitio polimérfico de la region promotora (posicion -762) se determind por
medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polimerase
Chain Reaction) mediante una variante, alelo especifico o PCR anidada. Los
reactivos para la amplificacion por PCR se pueden ver en el (anexo 3). Las
condiciones: las temperaturas y el nimero de ciclos son iguales para las dos
PCR de las que consta este ensayo, los primers o iniciadores para cada una de
las PCR se muestran en la figura 12.

Iniciacian Desnaturalizacion
54°C/5min 94°C/ 30 5. Extension/elongacion  Final 72°C/5 min
______ . 7270 45s
Alineacion
&0°C/30s.
30 ciclos
L ®

Praimer lra. PCR Praimer 2da PCR
Reverse: 5'-ATCAGATTITGCAGGGGETAG -3 AleloT: B'-GTCCCTCACTGAATAGGTCAAT-3
Forward: 5'-GCAGGCCAGGGAGTCA-3' Alelo C: 5'-GTCCCTCACTGAATAGGTCAMC-3

Fig. 12 Condiciones especificas para PCR anidada para la determinacion del polimorfismo

genético -762.

La amplificacién del producto respectivo de la PCR anidada se determind
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida o PAGE (del inglés Poli-
Acrilamide Gel Electroforesis) al 8%, la preparacion del gel y las condiciones
de corrida del gel se muestra en el (anexo 4), que fue revelado por tincién de
plata, ver Anexo 5, dando como resultado bandas de 184 pb que corresponde
al alelo T (alelo silvestre) y una banda de 102 pb correspondiente al alelo C
(alelo mutante) (fig. 13).
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Figura 13. Gel de acrilamida al 10%, tefiido en nitrato de plata. Se observan las bandas para el
gen -762. Carril 1, 7y 9 (TT), carril 2 (marcador de peso molecular X174RF DNA/Hae Il1), carril
3,4, 6 (TC), carril 8 (CC).

Para la amplificacion del polimorfismo A1315C se realizé mediante el ensayo
de genotipificacion Tagman 5 exonucleasa en un sistema de PCR en tiempo
real, de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems, Foster
City, USA). Cada SNP (alelo y genotipo) fue definido manual vy
autométicamente con el programa de discriminacion alélica (7300 System SDS
Software® by Applied Biosystems).

Alelo A Heterocigoto

ST

Al

o

AleloB

Amplification

800 1
500
400 1

300 4

RFU

200 1

100 F -

Cycles

Figura 14. Discriminacion alélica con la técnica de PCR en tiempo real.

—» 285

—» 184

—» 102
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Analisis Estadistico.

Las frecuencias tanto alélicas como genotipicas de los polimorfismos -762 y
A1315C del gen P2X7 se obtuvieron por conteo directo. La significancia de las
diferencias entre los grupos fueron determinados usando Mantel-Haenzel chi-
squared analysis, combinado con tablas de contingencia de 2 x 2 usando
EPISTAT software de estadistica (Versiéon 5.0; USD incorporado en 1990,
Stone Mountain Georgia). Prueba de Fisher se utilizd, si las cantidades en
cualquier celda de la tabla de contingencia fue menor que cinco. El riesgo
relativo con intervalos de confianza (IC) del 95% se calcul6 como el cociente de
probabilidad. La significancia estadistica fue aceptada con un valor de alfa de
< 0,05.

RESULTADOS:

De un total de 57560 autopsias revisadas (la figura 14, representa la muestra
de autopsia), se detectaron 181 casos que cumplieron los criterios de inclusion;
de estos, 2 fueron eliminados debido a que las muestras no fueron preservadas
adecuadamente, en 13 casos el tejido aodrtico no fue suficiente para la
obtencién de ADN, en 24 no habia informacion clinica y/o de laboratorio
disponible, 10 méas presentaron multiples co-morbilidades y 6 habian

presentado enfermedad tuberculosa antes de su admisién hospitalaria.

El tamafio de muestra final fue de 132 tejidos de aorta, esta muestra se dividié
en dos grupos de estudio y un grupo control interno. Treinta muestras
correspondieron a tuberculosis (TB), 33 de arteritis de Takayasu (AT) de
acuerdo a los criterios de ACR y 69 a aterosclerosis (At) que pertenecen al
grupo control interno (tabla 4). El control interno se realiz6 con el fin de tener

un grupo que representara las condiciones del manejo de la muestra.
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Control Aterosclerosis 69 52.3

Tuberculosis 30 22.7

Arteritis de Takayasu 33 25

Tabla 4. Pacientes estudiados divididos por enfermedad.

La edad al momento del diagnéstico para las enfermedades Th, AT y At fueron
22 £ 13, 22 + 13 y 57 +* 10 (P= 0.0001), respectivamente; el nivel
socioecondmico fue similar entre los pacientes con AT y Th, mientras que el

grupo de aterosclerosis tuvo una tendencia de media a alta aunque sin

diferencias significativas entre los grupos.

Figura 14. Representan la muestra de autopsia constituida por el corazén, la aortay los
rifiones. El prolapso de la véalvula adrtica, el engrosamiento y la irregularidad de la aorta en
sus diversos segmentos, con una notable constriccion de las arterias renales. El lado
derecho muestraun primer planode la aorta yde las arterias renales, con
engrosamiento evidente de sus paredes.
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El dafidé histologico de los

tejidos fue analizado por un especialista en

patologia experta en morfometria, quien evalu6 la presencia de fibrosis y de

infiltrado inflamatorio (ver tabla 5).

Sin lesion aortica (%) 9 9 (30) NS
Aorta ascendente (%) 9 5(15.1) 0 (0) 4 (5.8) NS
Aorta descendente (%) 7 0(0) 2 (6.6) 5(7.2) NS
Aorta abdominal (%) 51 7(21.2) 9 (30) 35 (50.7) 0.001
En toda la trayectoria 56 21 (63.6) 10 (33.3) 25 (36.3) 0.001
aortica (%)
Total 132 33 30 69 NS
Intima n (%) 81 9 (27) 13(43.3) 59 (85.5) 0.001
Media n (%) 8 2 (6) 1(3.3) 5(7.2) NS
Adventicia n (%) 22 17 (52) 2 (6.6) 3(4.3) 0.001
Todas las capas n (%) 9 5 (15) 2 (6.6) 2(2.9 0.024
Ninguna n (%) 12 0 12 (40) 0 NS

Tabla 5. Sitios de localizacién de dafio en aorta.

Se analizaron un total de 59 mujeres y 73 hombres de los cuales para el grupo

de tuberculosis fueron 10 mujeres y 20 hombres, para el grupo de Takayasu,

fueron 16 mujeres y 17 hombres y para el grupo de aterosclerosis fueron 33

mujeres y 36 hombres. (Gréafica 1)
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= FEMENINO

* MASCULINO

TUBERCULOSIS TAKAYASU ATEROSCLEROSIS

Gréfica 1. Pacientes divididos por género y enfermedad (%).

De acuerdo a la clasificacion de Hata et al,(tabla 2) los pacientes con arteritis
de Takayasu, el 75 % fueron del tipo V, de los cuales, el 33% presentaron
involucramiento en las arterias coronarias y pulmonar, el 21% con
caracteristicas combinadas con el grupo llb y IV (una persona con este tipo de
AT fallecié por tuberculosis), 12% con el tipo V comprometiendo Unicamente
la arteria coronaria, y el 9 % con el tipo V con arteria pulmonar involucrada;
mientras que el 6% con el tipo IV involucrando a las arterias coronaria y
pulmonar, el 6% tipo 1V con arteria coronaria involucrada, el 6% con tipo lla con
dafo en arteria pulmonar y coronaria, el 3%con el tipo Il b con ambas arterias

involucradas Yy el restante 3% con tipo | involucrando a la arteria coronaria.

De los casos estudiados con tuberculosis, el sitio de infeccién mas frecuente
fue en el pulmén con 78.8%, el sitio mas afectado en la tuberculosis

extrapulmonar fue el riidn con un 9% de incidencia.

Al hacer una revisién de los 3 grupos de estudio en relacion al tipo de
tuberculosis reportada se encontré que en el grupo de tuberculosis predominé
el tipo de Tb pulmonar (53.3%) (P= 0.0001). Para el grupo de Takayasu el
42% no presentd tuberculosis, mientras que el resto predominé la Tb
extrapulmonar (P= 0.003). Finalmente, para el grupo de aterosclerosis, el
86.9% no presentd ningun tipo de tuberculosis y el 13.04% de las muestras
tuvo enfermedad tuberculosa. (Ver tabla 6 y gréfica 2)
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N % N % N %
NINGUNO 0 0.0 14 424 60 86.9
PULMONAR 16 53.3* 5 15.1 3 4.3
EXTRAPULMONAR 9 30.0 12 36.3** 6 8.7
AMBAS 2 6.7 2 6.1 0 0.0
MILIAR 3 10.00 0 0 0 0.0
Total 30 100.00 33 100 69 100

Tabla 6. Relacion entre el tipo de tuberculosis identificada y el grupo de pacientes de estudio. *

P=0.0001 vs. Tipo de lesidn del mismo grupo. ** P= 0.003 vs. Tipo de lesién del mismo grupo.

» TUBERCULOSIS

» TAKAYASU

= ATEROSCLEROSIS

Gréfica 2. Pacientes divididos por enfermedad de acuerdo a la ubicacién de la tuberculosis.

Se realizé la comparacion entre genotipos en cada grupo de estudio para los
SNP's del gen P2X7, (ver Tabla 7) obteniéndose resultados estadisticamente

significativos.

El grupo de tuberculosis para el SNP 1513A/C el genotipo AA represento el
66.60%, con una diferencia significativa con respecto al genotipo AC con 33.3%
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y 0% en CC (P= 0.020, OR= 4.0, IC al 95%= 1.36-11.55). En este grupo no se

encontraron datos significativos en el andlisis del polimorfismo -762.

En el grupo de Takayasu la frecuencia del genotipo1513 AA fue de 63.64%,
con una diferencia significativa con respecto a 1513 AC con porcentaje de
30.3% (pC= 0.013, OR: 4.02, IC del 95%: 1.45-11.1) y también hubo
significancia con respecto a genotipo CC (6%). En el mismo grupo, pero del
polimorfismo -762 el alelo TT (76.6%) tuvo una diferencia estadisticamente
significativa al comparar vs. TC (26.6%) y con CC (6.6%), (TT vs TC; pC=
0.0006, OR=7.18, IC del 95%= 2.41-21.31).

En el grupo control (aterosclerosis) la comparacion entre los genotipos AA
(53.6%) contra AC (30.4%) y CC (15.9%) del SNP 1513, fue significativa ( AA
vs AC; pC=0.043, OR=2.2, 95% CIl= 1.08-4.47). En el mismo grupo el
comportamiento del polimorfismo -762, dio significancia a la evaluacion de TT
vs TC (pC=0.0003, OR: 7.36, IC del 95%: 1.8-7.16), el genotipo TT tuvo una
frecuencia de 63.7%.

Tuberculosis Takayasu Aterosclerosis

N % N % N %
AA 20 66.66* 21 63.64* 37 53.62*
AC 10 33.33 10 30.30 21 30.43
CcC 0 0 2 6.06 10 15.94
A 50 83.30 52 78.70 95 68.80
C 10 16.60 14 21.30 43 31.10

POLIMORFISMO -762

TT 17 56.67+ 23 76.6+ 44 63.37+
TC 11 36.66 8 26.6 22 31.88
CcC 2 6.67 2 6.6 3 4.35
45 75 54 81.80 110 79.70
C 15 25 12 18.20 28 20.21

Tabla 7. Frecuencias alelicas y genotipicas para los polimorfismos A1513C y -762 de las
muestras de estudio, *P<0.05 = AAvs ACy CC; * P<0.05 =TT vs TCy CC.
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Considerando so6lo las muestras que dieron positiva a la secuencia 1S6110
especifica para M. tuberculosis, el nimero de individuos con presencia de
Mycobacterium tuberculosis para cada grupo fue: tuberculosis 23 (76.6%),
Takayasu 21 (63.6%) y aterosclerosis 17 (24.6%). Posteriormente, se calculd
las frecuencias para ambos polimorfismos divididos de acuerdo a la presencia

o no del gen de insercién 1S6110, en los tres grupos de estudio (tabla 8).

Los siguientes analisis se realizaron utilizando sélo las frecuencias de las
muestras positivas a 1IS6110. A) Se evaluaron las frecuencias genotipicas en
cada grupo en ambos polimorfismos. Los resultados para el polimorfismo
1513A/C fueron: de la comparacion de genotipos AA vs CC del grupo de
aterosclerosis (P= 0.045, OR= 4.17, IC del 95%=1.10-14.55), para el mismo
polimorfismo pero en el grupo de tuberculosis los genotipos de AA vs AC
mostraron significancia (pC= 0.033, OR= 3.75, IC del 95%= 1.22-11.39). Para
el polimorfismo -762 en este mismo andlisis, no hubo datos estadisticamente

significativos.

B) Se compararon las frecuencias entre los grupos de estudio en relacién al
grupo control. En el polimorfismo 1513A/C se encontré una diferencia
significativa entre el genotipo AA del grupo de Takayasu (33.3%) vs el grupo
control (15.9%) (P= 0.004) y del genotipo AA del grupo de Tuberculosis
(53.3%) con respecto al grupo de aterosclerosis (P= 0.003). En el polimorfismo
-762 el genotipo TT de Takayasu vs aterosclerosis tuvo una diferencia
significativa (P= 0.004) asi como el genotipo TT de tuberculosis contra el

genotipo TT del grupo control (P= 0.0006).
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POLIMORFISMO A1513C

POSITIVO n (%) 11 (15.9)d 11(33.3) 16 (53.3)5
AA NEGATIVO n (%) 26 (37.7) 10(30.3) 4 (13.3)
TOTAL 37 (53.6) 21 (63.6) 20 (66.6)
o POSITIVO n (%) 3(4.3) 9 (27.3)* 7(23.3)*
(';3 AC NEGATIVO n (%) 18 (26.1) 1(3) 3(10)
(u; TOTAL 21 (30.4) 10 (30.3) 10 (33.3)
POSITIVO n (%) 3(4.3) 1(3.0) 0
CC [ NEGATIVO n (%) 8 (11.6) 1(3.0) 0
TOTAL 11 (15.9) 2 (6.0 0
POLIMORFISMO -7 6 2
POSITIVO n (%) 10 (14.5) 16(48.5)* 13 (43.3)*
- NEGATIVO n (%) 34 (49.2) 7 (21.2) 4(13.3)
TOTAL 44 (63.7) 23 (69.7) 17 (56.6)
o POSITIVO n (%) 6 (8.7) 5 (15.1) 9(30)
(';3 e NEGATIVO n (%) 16 (23.2) 3(9.1) 2 (6.6)
(u; TOTAL 22 (31.9) 8 (24.4) 11 (36.6)
POSITIVO n (%) 1(1.4) 0 0
CC [ NEGATIVO n (%) 2(2.9) 2 (6.1) 2 (6.6)
TOTAL 3(4.3) 2 (6.1) 2 (6.6)

Tabla 8: frecuencias de los SNP’s divididos en positivos y negativos a la frecuencia de
identificacion de M. tuberculosis. °P<0.05 vs AC y CC positivos para 1S6110 y *P<0.05 vs

aterosclerosis positivos a 1IS6110.

Evaluacion de la asociacion entre polimorfismos de P2X7 y el tipo de la
tuberculosis.

Se analizaron las frecuencias genotipicas de los dos SNP’s del gen P2X7, de
acuerdo a la localizacién o sitio de la tuberculosis. Debido al bajo numero de
sujetos homocigotos para 1513C y -762C, éstos se unieron a los sujetos
heterocigotos para su analisis (tabla 9). En esta tabla observé una significancia
para el polimorfismo 1513A/C al comparar el total del grupo de TB pulmonar
con genotipo AA (29.3%) contra el total de TB pulmonar con genotipos AC+CC
(12.1%) (pC = 0.05, OR = 2.6, IC del 95%= 1.05 a 6.59).
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Tb pulmonar 11 (36.6) 4 (21.0) 2 (22.2) 17 (29.3)*
<
f, Tb Extrapulmonar 5 (16.6) 5 (26.3) 3 (33.3) 13 (22.4)
9 | |Ambas 1 (3.3) 1(5.3) 0 (0) 2 (3.4)
5 [§ |Miar 3 (10) 0 (0) 0 (0) 3 (5.2)
<
% g | Tb pulmonar 5 (16.6) 1 (5.3) 1 (11.1) 7 (12.1)
% g Tb Extrapulmonar 4 (13.3) 7 (36.8) 3 (33.3) 14 (24.1)
= |£ [Ambas 1 (3.3) 1(5.3) 0 (0) 2 (3.9)
o) 5 | Miliar
R © 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
TOTAL 30 (100) 19 (100) 9 (100) 58 (100)
Tb pulmonar 9 (30) 5 (26.3) 2 (22.2) 16 (27.6)
E Th Extrapulmonar 4 (13.3) 7 (36.8) 3 (33.3) 14 (24.1)
N
S| |Ambas 2 (6.6) 2 (10.5) 0 (0) 4 (6.9)
Olg |Miliar 2 (6.6) 0 (0) 0 (0) 2 (3.4)
2
§ o |Tb pumonar 7 (23.3) 0 (0) 1 (11.1) 8 (13.8)
3 & | Tb Extrapulmonar 5 (16.6) 5 (26.3) 3 (33.3) 13 (22.4)
o
&l |Ambas 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
g |Miliar 1 (3.3 0 (0) 0 (0) 117
TOTAL 30 19 9 58

Tabla 9: frecuencias de los polimorfismos del gen P27 positivos para la secuencia de insercién,

segun el tipo de tuberculosis diagnosticada. *pC= 0.05 Vs AC+CC Tb pulmonar.

Ademés se encontraron diferencias aunque sin significancia estadistica como:
en el SNP 1513 del grupo de Takayasu, con genotipo AA (26.3%) tuvo menor
frecuencia que los genotipos AC+CC (36.8%) para tuberculosis extrapulmonar.
Mientras que el polimorfismo -762, en el total de TB pulmonar genotipo TT
(27,6%) fue mas frecuente con respecto a los genotipos CT + CC (13,8%) del
mismo tipo de tuberculosis. Por dltimo de manera general para ambos SNP’s
el grupo de tuberculosis tuvo las frecuencias mas altas en TB pulmonar, en
tanto el grupo de Takayasu encontrd los porcentajes elevados en TB
extrapulmonar, este comportamiento también lo presenté el grupo control
(aterosclerosis).

También se investigé las frecuencias de estos polimorfismos en diversas
poblaciones para sujetos con tuberculosis (tabla 10), asi como para los grupos

control (tabla 11), en la revision bibliografica que se hizo todos los grupos
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control son individuos sanos a diferencia con este trabajo en donde el grupo
control son muestras con aterosclerosis; esta busqueda se realiz6 con el fin de
comparar la carga genética en distintas poblaciones en relacibn a los
obtenidos en este estudio. El comportamiento de nuestro grupo control fue el

mismo al reportado por Nifio-Moreno et al (2007) para la poblacion mexicana.

Poblacién A1513C -762T/C Referencia

Alelo A C T C

Mexicana 76.50 23.50 83.33 16.67 En este estudio (todas las
muestras)

Mexicana 84.78 1522 79.54 20.46 En este estudio (s6lo muestras
1S6110 +)

Gambense 89.23 10.77 74.61 25.39  Lietal (2002)*

Australiana 69.76 30.24 Fernando et al. (2007)*

vietnamita

Mestiza mexicana 73.94 26.06 76.08 23.92 Nifio-Moreno et al. (2007)**

Rusa caucasica 79.52 20.48 67.22 32.78  Mokrousov et al. (2008)*

China Han 72.39 27.61 47.43 5257  Xiao etal. (2009)*°

Asiatica Hindu 74.67 25.33 47.43 5257  Sambasivan al. (2010)*’

Peruana 83.73 16.27 Taype CA (2010)*
Tunecina 80 20 75 25 Walid et al (2010)*
Asiatica 69.76 30.24 Fernando et al. (2007)*’
Londinense

Asiatica 71.21 28.79

Australiana

Tabla 10. Frecuencias de los polimorfismos A1513C y -762 T/C en diferentes poblaciones con
tuberculosis.

El reporte de las frecuencias para el polimorfismo A1315C en las poblaciones
consultadas comparando los casos de estudio con los controles, tenemos un
incremento en la frecuencia del alelo A en los casos controles, y viceversa para

el alelo C, mientras que los resultados en este estudio marcan una tendencia
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contraria a lo reportado. En las frecuencias para polimorfismo -762 T>C, no
hay una tendencia marcada, mientras los datos generados a partir de las
poblaciones control de Gambia, de Tunez, la poblacion China Han y la
mexicana (incluyendo éstos resultados) tienen valores mas altos para el alelo C

comparandolos con los tuberculosos, en tanto la poblacion rusa caucasica y

asiatica hindi muestra un comportamiento inverso.

Mexicana En este estudio (todas las
(aterosclerosis) muestras)
Mexicana 73.53 | 26.47 | 76.47 | 23.53 |En este estudio (solo
(aterosclerosis) muestras 1S6110 +)
Gambense 92.42 | 758 |67.15 |32.85 |Lietal (2002)*
Australiana 79.34 | 20.66 Fernando et al. (2007)%
vietnamita
Mestiza mexicana 80.90 | 19.10 | 66.36 | 33.64 | Nifio-Moreno et al.
(2007)**
Rusa caucasica 86.90 | 13.10 |30.70 | 69.30 | Mokrousov et al. (2008)*
China Han 73.04 | 26.96 |28.25 | 71.75 | Xiao et al. (2009)*
Asiatica Hindd 815 |185 |60.5 |39.5 |Sambasivan al. (2010)*
Peruana 92.42 | 7.58 Taype CA (2010)*
Tunecina 83 17 21 79 Walid et al (2010)*
Asiatica Londinense | 79.34 | 20.66 Fernando etal. (2007)*
Asiatica Australiana | 55.00 | 45.00

Tabla 12. Frecuencias de los polimorfismos A1513C y -762 T/C en grupos control (sanos).
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Discusioén

La arteritis de Takayasu es una enfermedad poco comdn que tiene mayor
frecuencia en paises como Japodn, India y México, con una incidencia de entre

1,2 y 2,6 casos/millén/afio™.

La etiologia de la AT no estd completamente entendida, pero parece ser
multifactorial, involucrando agentes infecciosos (como Mycobacterium
tuberculosis, y diferentes tipos de virus), autoinmunidad e influencia genética.
La Tuberculosis puede permanecer sin diagnostico por afios debido a que
cursa con un dafio cronico, con un tratamiento potencialmente de por vida con

complicaciones.

Mycobacterium tuberculosis se ha encontrado que puede causar infecciones
en sujetos inmunocompetentes e inmunocomprometidos y causar una
patologia en sitios a nivel pulmonar y extrapulmonar. La mayoria de los
estudios en Mycobacterium tuberculosis se han enfocado sobre infecciones a
nivel pulmonar, mientras que a nivel extrapulmonar, han sido pobremente
exploradas. Sin embargo, se conoce que la tuberculosis extrapulmonar

presenta entre el 10% al 20% de los casos con tuberculosis.

Las edades al momento del diagndstico de las enfermedades de los diversos
grupos de estudio son congruentes con la enfermedad correspondiente, para el
grupo de Takayasu y el de tuberculosis, la edad fue de 22+13. La arteritis de
Takayasu se presenta por lo general en la segunda o tercera década de la vida,
con un retraso de meses a afios desde el primer sintoma al diagnéstico
(Albizzatti Jorge et al, 2005)*2. Segun la OMS el grupo mas vulnerable a
padecer tuberculosis son los adultos jovenes para esta enfermedad® que
concuerda con nuestros datos. Mientras que para el grupo control
(aterosclerosis) la edad fue de 57 * 10, debido a que en este padecimiento el

desarrollo ocurre entre los 40 - 50 afios (Bourlon Cuéllar RA et al,2010)*.

La AT es una enfermedad inflamatoria que al desarrollar los sintomas que
permiten su diagnostico el compromiso vascular suele ser maltiple y las arterias
afectadas més frecuentemente son las subclavias, las carétidas, las vertebrales

y las renales®, en este trabajo las muestras del grupo de Takayasu en su
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mayoria presentaron dafio en toda la aorta dentro del grupo V segun la

clasificacion de Hata et al.

Nuestro datos como se esperaba muestran diferencias en la localizacion en las
lesiones aorticas, con un alta proporcion en la region abdominal y en la capa
intima en los pacientes con aterosclerosis, mientras que en los pacientes con
arteritis de Takayasu mostraron una alta proporcion en todo el arco aértico y la
capa adventicia. El proceso inflamatorio en la AT comienza en la adventicia,
después en la media hay infiltracion de células mononucleares y granulomas, la
destruccion de las células del musculo liso en las arterias conduce a un
debilitamiento y dilatacion de la pared, seguido de la deposicion acido
mucopolisacérido y la fibrosis que se producen en la intima (Tann Oliver R et
al, 2008; Kothari SS 2002) >*. Lo anterior justifica el porqué la mayor parte de

las muestras para el grupo de Takayasu tuvieron el dafio en la adventicia.

Sin embargo, una alta frecuencia de dafio pulmonar se observé en los
pacientes con tuberculosis, mientras que las lesiones a nivel extrapulmonar se
observaron mas frecuentemente en el grupo de Takayasu. Una posible
explicacion es que la arteritis de Takayasu se ha relacionado con infecciones
previas de tuberculosis y algunas evidencias clinicas muestran la presencia del
bacilo latente, el cual puede ser activado posteriormente debido al decremento
del metabolismo dependiente del estrés ambiental y los mecanismos de
evasion de la micobacteria. Estos datos parecen ser consistentes con hipotesis
previas respecto a la posibilidad de asociacion con AT y Mycobacterium por
una infeccién previa en estados tempranos como ha sido postulado (Serratrice
etal, 2008)*.

Por otro lado, durante la revisién del expediente clinico de los grupos de
aterosclerosis y Takayasu, habia pacientes que ademas padecieron de algun
tipo de tuberculosis, siendo la tuberculosis extrapulmonar la mas frecuente en
las muestras de estos grupos. Al corroborar la presencia de M. tuberculosis con
la presencia de la secuencia de insercion 1S6110, especifica para esta bacteria,
obtuvimos valores diferentes a los reportados en los expedientes clinicos
debido a que esta prueba es mas especifica y sensible que la prueba de la

Tuberculina (PPD) o que él analisis microscépico (BAAR) para M. tuberculosis,
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por otro lado, hay que considerar que la muestra se obtuvo de la aorta y la
tuberculosis principalmente afecta el pulmén, por tanto, no se espera un
aumento considerable en la aorta con la presencia de la micobacteria, ademas

la tuberculosis también es causada por otras micobacterias.

El receptor P2X7 abre canales dependientes de ATP potenciando la
respuesta inmune innata, activando la apoptosis, y la activacion en cascada de
caspasas. La activacion de P2X7 en las plaguetas tiene un efecto citolitico
para las células, los derivados de nucledtidos de adenina conducen a la
permeabilidad de poros (900Da) *’, ademas desencadena diversos eventos de
sefalizacion y también el receptor P2X7 es sensible a mensajeros sinergistas
con lipopolisacaridos (LPS) dando lugar a la produccion de mediadores
proinflamatorios en monocitos y macréfagos, que incluyen el factor de necrosis
tumoral (TNF-a), IL-1, IL-18, y &cido nitrico.

Los receptores P2X7 estdn regulados en los macréfagos en respuesta a
estimulos inflamatorios (el interferon [IFN-y], factor de necrosis tumoral y
lipopolisacéridos), debido a la estimulacion 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 macréfagos por una combinacion de
apoptosis y lisis osmotica (apolysis), que se induce en los macréfagos

infectados para matar micobacterias intracelulares rapidamente.

La pérdida de funcion del receptor P2X7 a través de los polimorfismos A1513C
y 762T/C del gen P2X7 podria estar implicado en la incidencia de infeccion
tuberculosa en los pacientes con AT y con la etiologia de la arteritis de
Takayasu, debido a que este receptor estd involucrado en la regulacion
inflamatoria que presentan ambos padecimientos y también juega un papel
importante en la muerte de microorganismos intracelulares como

Mycobacterium tuberculosis principal agente etioldgico de la tuberculosis.
Relacién del polimorfismo A1513C vy los grupos de estudio.

Algunos reportes han mostrado que la sustitucion de acido glutamico por
alanina en la posicion 496 en el exén 13 da como resultado la expresion de un

receptor de P2X7 no funcional en los macréfagos en sujetos homocigotos en
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este locus, y la mayoria de los reportes han mostrado diferencias en el
polimorfismo A1513C del gen P2X7 con la tuberculosis (Fernando, et al., 2007,
Nino-Moreno et al., 2007; Sambasivan et al., 2010). Estudios recientes han
mostrado que el polimorfismo Glu-496 Ala conlleva a una disminucion de la
respuesta inmune mediada por ATP y deficiencia en la muerte de la
micobacteria por los macrofagos y liberacion de interleucinas como IL-1B y IL-
18 de monocitos (Less et al, 2010). Por lo tanto, el polimorfismo en P2X7
podria estar contribuyendo a la susceptibilidad y resistencia a TB en diferentes

poblaciones a través del mundo.

Al hacer el andlisis de las frecuencias para éste polimorfismo del gen P2X7 se
encontré un aumento en la frecuencia del genotipo AA asi como del alelo A en
todos nuestros grupos de estudio. Nuestros resultados fueron similares a los
previamente reportados para Lupus Sistémico Eritematoso (LEG) y en artritis
reumatoide (AR) en una poblacién mexicana (Portales-Cervantes, 2010)*, sin
embargo en este reporte no se encontré una aparente correlacién entre los
niveles (aumentados o disminuidos) de expresion de P2X7 en diferentes tipos
celulares con las frecuencias genotipicas de 1513A/C en pacientes mexicanos
con LEG o AR. Se ha reportado en poblacién Vietnamita-Australiana (Fernando
et al., 2007) asi como en una poblacion China (Xiao et al., 2009) donde no
hubo asociacion entre el polimorfismos 1513 A/C y la resistencia o la

susceptibilidad hacia la tuberculosis activa.

Hasta la fecha no hay reportes en pacientes con arteritis de Takayasu y su
relacion con el gen de P2X7, no obstante el hecho de encontrar frecuencias
elevadas para el genotipo AA asi como el alelo A en los pacientes con esta
enfermedad pueden explicarse por una mejor respuesta inflamatoria, la cual
aunada a otros factores podria exacerbar la respuesta y por lo tanto que este
genotipo represente riesgo al desarrollo de una enfermedad inflamatoria como

lo es la AT.

Por otro lado, este gen presenta otros polimorfismos que pueden estar
asociados en la ganancia de funcién de alelos en desequilibrio de ligamiento

con el locus promotor, es decir hay alelos de mitigacion; se ha reportado
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que el alelo G 1405 tiene una ganancia de funcién capaz de suprimirla

pérdida de la funcién de la variante C de 1513 y de 1729*"°.

Utilizando todas las muestras, el grupo de tuberculosis presentd en el genotipo
AA una relacién de riesgo al desarrollo de esta enfermedad. Este riesgo de
reactivacion de TB al presentar el genotipo AA se corroboré durante el estudio
con las muestras positivas a 1S6110. También durante la revision de genotipos
dividido por tipo de tuberculosis, se obtuvo una relacién de riesgo el presentar

el genotipo AA en tuberculosis pulmonar.

Nuestros resultados son opuestos a lo encontrado por Bernadette M.
Saunders, et al (2003), quienes reportaron que en los macrofagos infectados
con micobacterias que poseen el alelo silvestre A de 1513 hay aumento en la
apoptosis y se asoci6é con una reduccion del 90% en la carga de micobacterias

y la presencia de alelo C representa pérdida de funcién®.

También se ha descrito que la herencia del alelo C significa pérdida de funcion
de P2X7 y que confiere un aumento de 3,5 veces mayor riesgo de reactivacion
de la tuberculosis extrapulmonar en dos grupos del sureste de Australia
provenientes de Asia*’, ellos coinciden con lo encontrado en el estudio, de
Igor Mokrousov, et al. (2008) en que revelé que la OR global para el alelo
1513C como factor de riesgo fue de 1.81 con un modelo dominante y 2.06
bajo un modelo recesivo para tuberculosis pulmonar®®, al igual que un estudio
realizado en México ha confirmado1513 C como factor de susceptibilidad para

la reactivacion de la tuberculosis pulmonar?®.

Aunque nuestros datos contrastan a lo ya reportado podrian justificarse bajo
el siguiente escenario para la tuberculosis: la micobacteria al encontrarse con
un ambiente hostil en los pulmones debido a la presencia del tejido asociado a
mucosas (MALT) y macréfagos alveolares, migra por torrente sanguineo a la
aorta, sitio muy oxigenado. En la capa intima de una arteria como la aorta casi
no hay presencia de macréfagos, entonces la micobacteria se reproduce,

posteriormente los macrofagos son atraidos por quimiotaxis.

Una vez en el sitio de infeccion, los macrofagos que expresan el genotipo AA

del polimorfismo 1513 en el receptor P2X7 exacerban la funcién de este
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receptor provocando la liberacion de IL-1, IL-12 y TNF-a que amplifican el
proceso inflamatorio. Ademéas los macréfagos presentan antigenos para las

células T, estimulando células T autoreactivas provocando el dafio vascular®.

Esta posible actividad exacerbada del receptor P2X7, al expresar el genotipo
AA de su polimorfismo 1513, justificaria el riesgo encontrado en este genotipo a
padecer aterosclerosis una enfermedad inflamatoria, que se encontr6 al evaluar

todas las muestras para este grupo y al evaluar sélo las positivas a 1S6110.

Ademas se encontré relacion del genotipo AA entre el grupo de Takayasu y el
grupo control. La justificacibn de esta asociacibn es que en ambas
enfermedades, la inflamacion es de tipo crénica, en aterosclerosis las células
principales son las células espumosas (macrofagos llenos de lipidos) y
linfocitos T en especial CD8+, en tanto la arteritis de Takayasu se caracteriza

por la presencia de células T (CD4+ y CD8+).
Relacion del polimorfismo -762 T/C y los grupos de estudio.

El gen P2X7 es altamente polimorfico, y los polimorfismos en el promotor o
region de codificacion pueden modificar su nivel de expresion o funcion. Un
polimorfismo en la regidon promotora, tal como -762 T / C, podria afectar el nivel
de expresion de P2X7 mediante la alteracion de la union de un factor de

transcripcion*.

En la evaluacion interna de genotipos de cada grupo, tanto el grupo de
Takayasu como el de tuberculosis, presentaron una asociacién de riesgo al
presentar el genotipo TT. La expresion de este gen relacionado con la arteritis
de Takayasu o con la aterosclerosis no sea reportado, pero la asociacion de
riesgo en el genotipo TT coincide con el trabajo de G. Bahari et al. (2013) que
encontrd que el alelo T es un factor de riesgo de Tuberculosis pulmonar (PTB)
en una poblacion de Iran, De manera controversial, Singla et al. (2012) y Li et
al. (2002) reportaron una asociacion protectora significativa entre la TB y el
alelo -762 C°!. Igualmente en otro estudio realizado en la poblacién Gambense
obtuvieron como resultado para -762, que el alelo C parece estar asociado con
un efecto protector contra la tuberculosis, aunque no mostré una significancia

estadistica con la enfermedad®'.
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En otros reportes, Sambasivan et al. (2010) encontr6 una diferencia
significativa entre los pacientes y los controles PTB para el alelo C e informd
que el alelo C es factor de riesgo en PTB en la poblacion india asiatica.
Mientras que en el estudio de Mokrousov et al. (2008) para los alelos en la
posicion -762, no mostré significancia estadistica (p=0.3 en ambos alelos) con
la infeccién tuberculosa pulmonar39, de igual manera, no se encontrd
asociacion de este polimorfismo del gen P2X7 con TB, en el estudio de Jing
Xiao, et al (2010).

La susceptibilidad del huésped a la tuberculosis es probable que este bajo
control poligénico, de modo que un haplotipo susceptible pueda requerir la
expresion de varios polimorfismos de genes para el desarrollo de la
tuberculosis. Esto se ve apoyado con otra investigacion donde se encontrd
que el alelo T de este polimorfismo se ha ligado al polimorfismo A1405C,
esta asociacion se ha vinculado a la proteccion de dar positiva la baciloscopia,
prueba para la enfermedad tuberculosa, debido a la alta actividad de los
poros podria predecir una alta relacion de TNF-IL-10 con un balance
conocido para conferir una ventajaen la muerte de las micobacterias y la

clamidia®’.

Frecuencias alelicas de los SNP’s del gen P2X7 en otras poblaciones con

tuberculosis.

El impacto general de SNPs en la susceptibilidad a la tuberculosis en una
poblacion depende de la frecuencia de los alelos de un gen en una poblacion
estudiada. La frecuencia acumulada de los polimorfismos del gen P2X7
puede ser suficiente para influir en la susceptibilidad a la tuberculosis clinica
en una poblacion en particular. Enfatizando lo anterior se encontré por
ejemplo, un riesgo aditivo a desarrollar tuberculosis pulmonar fue identificado
en un SNP del gen NRAMP1 en una poblacion de Gambia, pero no hay esa
susceptibilidad en un estudio de ligamiento en Brasil?’.

Sin embargo, la susceptibilidad genética a la tuberculosis, es probable que
sea de naturaleza poligénica, en la que el equilibrio entre los efectos de los
genes de susceptibilidad y de proteccién, pueden actuar en conjunto con los

factores ambientales para determinar el riesgo de enfermedad activa.
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En las frecuencias alelicas de las diferentes poblaciones consultadas se
puede observar que en los controles sanos la expresion del alelo A del
polimorfismo 1513A/C es mayor comparando con los sujetos tuberculosos,
mientras que el alelo C muestra una tendencia inversa; exceptuando los datos
de la poblacion asiética australiana y los datos de este estudio con tendencia
inversa. En tanto el SNP -762T/C el alelo silvestre T tiene frecuencias altas
en pacientes con tuberculosis y disminuye en pacientes sanos, que tienen la

misma tendencia que los resultados de este trabajo.

Se ha sugerido que el efecto(s) de este gen puede ser el resultado de otros
factores no genéticos o, alternativamente, de los factores genéticos no ligados.
En el caso en particular de la poblacion gambense se descarta la influencia del
polimorfismo 1513A/C y consider6 poco probable que se encuentren en
desequilibrio de ligamiento con mutacién, debido a que este Ultimo no se

presenta normalmente en las cohortes de Gambia (Li Cheux M, et al, 2002)*".

También se ha reportado que aunque el efecto de la poblacién del genotipo
CC -762 puede ser comparable en la magnitud con otros polimorfismos (VDR
TT y NRAMP1 GC) asociados con TB que han sido previamente reportados, la
gran mayoria de la variacion en la susceptibilidad a la tuberculosis sigue siendo

inexplicable®.
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Conclusion:

El presente trabajo evalud la influencia de los polimorfismos 762T/C y A1513C
del gen P2X7 en arteritis de Takayasu y la Tuberculosis, enfermedades
diferentes pero que se unen a través de las funciones que desempefa el
receptor P2X7 como los son mecanismos proinflamatorios y los mecanismos

ligados a la muerte de patdgenos intracelulares.

En este trabajo se encontrd relacion del genotipo AA del polimorfismo 1513
con la arteritis de Takayasu y la Tuberculosis, en ambos los casos el genotipo
AA representd una frecuencia mayor a la del grupo control. Aunque los
resultados reportados informan que el genotipo AA represente proteccion, se
propone que el genotipo AA exacerba la respuesta inflamatoria provocando
dafo vascular, que caracteriza a las lesiones encontradas en estas

enfermedades.

Para el polimorfismo -762 el genotipo TT tuvo una frecuencia mayor a la del
control para los grupos de arteritis de Takayasu y tuberculosis, estos
resultados podrian estar asociados a riesgo de padecer estas enfermedades,
estd posibilidad se encuentra polarizada en cuanto a lo reportado
anteriormente, pues algunos apoyan nuestros resultados y otros los

contradicen.

El gen P2X7 resultd estar asociado por medio de su polimorfismo 1513A/C
(genotipo AA; AA vs AC+CC, OR = 2.6) a la tuberculosis pulmonar, en donde
se destaca la actividad para matar bacterias intracelulares, producto de un

proceso inflamatorio.

Al encontrarse asociaciéon entre los polimorfismos del gen P2X7 vy la arteritis
de Takayasu se puede decir que este gen tiene influencia en el desarrollo de
esta enfermedad, también en este trabajo se encontr6 asociacion de
tuberculosis con este gen, sin encontrar asociacion entre las dos
enfermedades (al evaluar las muestras de Takayasu positivas a 1S6110), por
esto se deben realizar mas estudios para corroborar esta situacion, ya que
este estudio es el primero en relacionar este gen con la enfermedad de

Takayasu y con la tuberculosis.

53


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Bibliografia.

1.

Dufrechou C, Cedrés S, Robaina R, Bagattini J.C. Arteritis de Takayasu:
Revision de criterios diagndsticos y terapéuticos a proposito de un caso
clinico. Revista Médica del Uruguay, 2006; 22: 236-240.

Numano F, Kobayashi Y, Takayasu Arteritis, Internal Medicine, 2002; 41:
44-46.

Johnston S.L, Lock R J, Gompels MM, Takayasu arteritis: a review,
Journal of Clinical Pathology, 2002; 55:481-486.

Numano F., The story of Takayasu arteritis, Rheumatology, 2002; 21:103-
104.

Tann Oliver R, Tulloh Robert M.R, Hamilton Mark C.K., Takayasu’'s
disease: a review, Cardiology in the Young 2008; 18: 250-259

Eijun S, Ichiro S, Masataka U, MRI of Takayasu's Arteritis: Typical
Appearances and Complications, American Journal of Roentgenology,
2006; 187: W569-W575.

. Garcia Camacho L, Olea Comas |, Talegobn Meléndez A. y Castell

Monsalve J., Diagndstico de la arteritis de Takayasu mediante técnicas no
invasivas. Radiologia. 2009; 51:287-293.

Mendiola Ramirez K, Portillo Rivera A. C, Galicia Reyes A, Garcia Montes
J. A, Maldonado Veldzquez M. R. y Faugier Fuentes E, Arteritis de
Takayasu tipo Il en un paciente pediatrico. Reporte de caso y revision de
la literatura. Reumatologia clinica, 2012; 8:21-219.

Godoy F, Urbina |, Arteritis de Takayasu en el Hospital Escuela,
Tegucigalpa., Revista Médica de Honduras 2000; 68: 149-152.

10.0choa C. D. Epidemiologia de las vasculitis primarias en Colombia y su

relacion con lo informado para Latinoamérica., Revista colombiana de
reumatologia, 2009; 16: 248-263.

11.Hahn D, Thomson P, Kala U, Beale P, Levin S, A review of Takayasu’s

arteritis in children in Gauteng, South Africa, Pediatric Nephrology. 1998;
12: 668-675.

12.Barrios F. R., Carvajal R. L., Mora T.A., Rodriguez H.R., Zarco R.J., Luna

E. M., Reynes M. J.N., Juarez N.F., Reyes G. U., Arteritis de Takayasu.

Reporte de dos casos. Revista Mexicana de Pediatria, 2004; 71:17-21.

54


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

13.Lupi-Herrera E, et al., Takayasu arteritis. Clinical study of 107 cases. Am
Heart J 1997; 93:94-103.

14.Fuller S. J., Stokes L, Skarratt K. K., Gu Ben J., Wiley J, Genetics of the
p2x7 receptor and human disease, Purigenic Signalling 2009 5:257-262.

15.H. A.M. Nazmul Ahasan, Billal Alam, Monzurul Hasan Chowdhury, Fazle
Rabbi Mahammed, Zannatun Nur., Takayasu’s Arteritis in Association with
Tuberculosis in  Young Woman, Pak Journal Sciencie, 2009; 25:1009-
1011.

16.Berrington W. R., Hawn T. R., Mycobacterium tuberculosis, macrophages,
and the innate immune response: does common variation matter?
Inmunology Review, 2007; 219: 167-186.

17.Estadisticas Sanitarias Mundiales 2009, Organizacion Mundial de la Salud
de. www.who.int/whosis/whostat/ES WHS09 F.

18.Castellanos Joya M, Garcia Avilés M. A, Téllez Medina H, Epidemiologia,

sistema Nacional de vigilancia Epidemiolégica (SINAVE). 2008; 13:1-3.

19.Garcia Cruz A. E., Boletin de Practica Médica Efectiva: Tuberculosis
pulmonar Diagndstico y tratamiento. Instituto Nacional de Salud Publica,
2006.

20.Ulrichs T. y Kaufmann S, New insights into the function of granulomas in
human tuberculosis, Journal of Pathology, 2006; 208: 261-264.

21.Cosma C. L., Sherman D. R, Ramakrishnan L. The secret lives of the
pathogenic mycobacteria. Annu Rev Microbiol 2003; 57:641-676.

22.North A.R., Molecular physiology of P2X receptors, Physiological Reviews.,
2002; 82: 1013-1067.

23.Nifio Moreno P, Portales Pérez D, Hernandez Castro B, Portales
Cervantes L., et al, P2X7 and NARAMP1/SLC11A1 gene polymorphisms in
Mexican mestizo patients with pulmonary tuberculosis. Clinical and
Experimental Immunology, 2007, 148: 469-477.

24.Coutinho-Silva Robson, Corréa Gladys, Sater Ali Abdul, Ojeius David M.,
The P2x7 receptor and intracellular pathogens, Purinergic Signalling,
2009, 5:197-204.

25.Dubyak George R., Go it alone no more P2X7 joins the society of
heteromeric ATP-Gated receptor channels., Molecular Pharmacology,
2007, 72: 1402-1405.

55


http://www.who.int/whosis/whostat/ES_WHS09_F.
http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

26.Gu Ben J., Rathsam C, Stokes L, MvGeachle A, Wiley J, Extracellular ATP
dissociates nonmuscle myosin from P2X7 pore formation., American
Journal Phystology Cellular Phystology, 2009; 297: 430-439.

27.Suran L. Fernando, et al. Gene Dosage Determines the negative effects of
polymorphic alleles of the P2X7 receptor on adenosine triphosphate-
mediated killing of mycobacteria by human macrophages. The Journal of
infectious Diseases. 2005; 192: 149-155.

28.DL Donnelly-Roberts and MF Jarvis. Discovery of P2X7 receptor-selective
antagonists offers new insights into P2X7 receptor function and indicates a
role in chronic pain states. British Journal of pharmacology, 2007; 151:571-
579.

29.Adinolfi E, Pizzirani C, ldzko M, Panther E, Norgauer J, DiVirgilio F, Feraari
D, P2X7 receptor: Death or life?, Purinergic Signalling, 2005; 1: 219-227

30.Ben J. Gu, et al. A Glu-496 Ala polymorphism leads to loss of function of
the human P2X7 receptor. The Journal of Biological Chemistry. 2001; 276:
11135-11142.

31.Li Cheuk M., et al. Association of a Polymorphism in the P2X7 gene with
Tuberculosis in a Gambian Population, The Journal of Infectious Diseases,
2002; 186: 1458-1462.

32.Hata et al, angiographic findings of Takayasu arteritis new classification, Int
J Cardiol. 1997; 54:156-163

33.Negi SS, R Anand, ST Pasha, et al., Diagnostic potential of 1S6110, 38
KDA, 65KDA and 85B sequencebased polymerase chain reaction in the
diagnosis of Mycobacterium tuberculosis in clinical samples. Indian
Journal of Medical Microbiology, 2007; 25: 43-49.

34.Agapito J, Neyra V, et al, Caracterizacion de las mutaciones en el gen
rpoB asociadas a la resistencia Rifampicina y tipificacion molecular
mediante RFLP (IS6110) en cepas de M. tuberculosis de pacientes con
tuberculosis pulmonar. Enfermedades del térax, 2003; 46:9-24.

35.Retamal P, Martinez A, Secuencias de insercion 1S6110 en cepas de
Mycobacterium bovis provenientes de bovinos beneficiados en la region
Metropolitana, Revista chilena de Infectologia 2003; 20:166-170.

36.Negi SS et al. Diagnostic potential of 1IS6110, 38KDA, 65KDA and 85B

sequence-based polymerase chain reaction in the diagnosis of

56


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Mycobacterium tuberculosis in clinical samples. Indian Journal of Medical
Microbiology. 2007; 25: 43-49.

37.Fernando Suran, et al, A polymorphisms in the p2X7 gene increases
susceptibility to extrapulmonary Tuberculosis, Am J Respir Crit care Med,
2007; 175: 360-366.

38.Mokrousov I. et al, Mycobacterium tuberculosis co-existence with humans:
marking an imprint on the macrophage P2X7 receptor gene? Journal of
Medical Microbiology, 2008; 57: 581-584.

39.Jing Xiao, et al, Metaanalysis of P2X7 gene polymorphisms and
tuberculosis susceptibility, FEMS Immunology Medical and Microbiology,
2010; 60: 165-170.

40.Xiao Jing et al, Lack of association between polymorphisms in the P2X7
gene and tuberculosis in a Chinese Han population, FEMS Immunology
medical and Microbiology, 2009; 55: 107-111.

41.Ben-Selma W, Ben-Kanla |, Boukadida J, Harizi H, Contribution of p2x7
1513A/C loss-of-function polymorphism to extrapulmonary tuberculosis
susceptibility in Tusian populations, articulo aceptado en FEMS
Inmunology & Medical Microbiology.

42.Albizzatti J. et al, Arteritis de Takayasu: valoracion de los métodos de
diagndstico por imagenes a propdésito de un caso. Revista argentina de
cardiologia. 2005; 73: 145-148.

43.http: //who.int/mediacentre/factsheets/fs104/es/index.html, revisada el 11
de junio de 2013.

44 .Bourlon-Cuéllar RA, Lopez- M. Aterosclerosis y lesion endotelial: ¢ proceso
irreversible? Med Int Mex 2010; 26:590-596.

45.Kothari SS. Takayasu’s arteritis in children — a review. Images Paediatr
Cardiol, 2002; 9:4-23.

46.Serratrice, J., Benyamine, A., Vidal, V., Talet, H. B., Amri, A. B., Ene, N.,
Serratrice, C. R. & Weiller, P. J. Simultaneous occurrence of diffuse
Takayasu's arteritis and severe disseminated tuberculosis. Rev Med
Interne 2008; 29: 520-523.

47.Denlinger L, et al., Human P2X7 pore function predicts allele linkage
disequilibrium. Clinical Chemistry, 2006; 52:995-1004

57


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

48.Portales-Cervantes, L., Nino-Moreno, P., Doniz-Padilla, L., Baranda-
Candido, L., Garcia-Hernandez, M., Salgado-Bustamante, M., Gonzalez-
Amaro, R. & Portales-Perez D. Expression and function of the P2X(7)
purinergic receptor in patients with systemic lupus erythematosus and
rheumatoid arthritis. Hum Immunol 2010; 71: 818-825.

49.Seko Y, Takayasu Arteritis: Inshights into inmunopathology, Japan Heart
Journal, 2000; 41: 15-25.

50. Saunders B. M, Suran L. F, et al, A loss-of-function polymorphism in the
human P2X7 receptor abolishes ATP-Mediated Killing of mycobacteria.
The Journal of Inmunology. 2003; 171: 5442-5446

51.G. Bahari et al. Association of P2X7 gene polymorphisms with
susceptibility to pulmonary tuberculosis in Zahedan, Southeast Iran.
Genetics and Molecular Research, 2013; 12: 10-166.

58


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Anexo 1

EXTRACCION DE ADN DE TEJIDOS FIJADOS EN PARAFINA TECNICA DE
NUCLEON (illustra Nucleon Genomic, GE Healthcare)

Material

Etanol 70% frio
Etanol absoluto frio
Xyleno

Cloroformo

Reactivo B (asegurarse que éste completamente disuelto, puede ocuparse

calor suave)
TECNICA

1. Tomar una seccién de 20-30 micras de tejido y ponerla en un tubo de

microcentrifuga de 1.5mL.

2. Cubrir el segmento en xileno. Incubar a 37° por 20 minutos. Centrifugar
a 1300g (7500 rpm) por 5 minutos y remover el xileno.

3. Incubar en xileno a temperatura ambiente por 2 minutos. Centrifugar a
velocidad méaxima por 5 minutos y remover todo el xileno.

4. Rehidratar el segmento por lavados consecutivos en etanol al 100%,
etanol al 75%, etanol 50%, etanol al 25% y finalmente en agua.
Centrifugar a velocidad méxima de 1-3 minutos entre dada lavado (tener
cuidado en los lavados con etanol al 25% y agua, ya que el material
puede empezar a perderse al no formarse un buen pellet).

5. Remover el agua del pellet y afadir 350uL de reactivo B.

6. Afiadir 18pL de la solucién a proteinasa K+lisosima. Incubar a 55 °C

toda la noche.

DESPROTEINIZACION

7. Alos 350 pL de lisado afadir 100 pL de la solucién de perclorato de

sodio. Mezclar invirtiendo el tubo al menos 7 veces.
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EXTRACCION DE ADN

8.

Afadir 600 pL de cloroformo. Mezclar invirtiendo el tubo al menos 7
veces.

Afadir 150 pL de la resina Nucleon y sin mezclas las fases centrifugar a
3509 (2000 rpm) por 1 minuto.

PRECIPITACION DEL ADN

10.Sin remover la capa de la resina de Nucelon (de color café) transferir

la fase superior a un tubo limpio. La fase de la resina no debe
removerse para minimizar la contaminacion de la interfase de las
proteinas una fase blanca puede también estar asociada a la fase de la
resina, esta fase debe evitarse. Si se ha tomado un poco de la resina
centrifugar 1 minuto a 1300 g (7500 rpm) para precipitar la resina y

transferir el sobrenadante a un tubo limpio).

11. Afadir 2 volimenes de etanol absoluto frio. Mezclar por inversion y

dejar a -20°C por 1-2 horas para que precipite el ADN.

LAVADO DEL ADN

12.Centrifugar a méxima velocidad por 15 minutos el pellet de ADN.

Descartar el sobrenadante.

13.Anadir 1mL de etanol al 70% frio, mezclar varias veces por inversion.

Recentrifugar y descartar el sobrenadante. Este paso puede repetirse si

es necesario.

14.Secar al aire el pellet por 10 minutos, asegurandose de que todo el

etanol ha sido eliminado.

15.Redisolver el ADN en un volumen apropiada de agua o en solucion

amortiguadora de TE (ej. 100pL).
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Anexo 2

Procedimiento para ajustar la concentracion del ADN.

_ ng
(Ab5260nm )X (50 ng)x(loop-l' 1) = Hx (VOl-total del tubo) = NYGtotales en el tubo

Para ajustar a 200ng/uL dividir los ng totales entre 200 y al resultante
restarle el volumen total del tubo eppendorf y ese valor es el que hay que
agregar de agua al tubo para ajustar la concentracion de ADN a 200ng/pL.

UDO: unidad de densidad 6ptica a 20nm= 50ngX 100pL (vol. De dilucion).
Ejemplo:

Abssennm (0.0565) x 50ng x 100 (factor de dilucion) = 282 5ng/ul.
282 5ng x 90uL (Vol. del tubo) = 25425ng en 90uL (concentracién total)

25425/200 ( concentracion deseada) = 127. 125mL — 90mL ( volumen en tubo) =
37 .125uL (volumen a agregar para ajustar a 200 gm/ul).
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Anexo 3

Reactivos para amplificacién de ADN por PCR.

En el tubo matriz se coloca

la mezcla de reaccion para, posteriormente

distribuir en los microtubos para PCR.

Cantidades utilizadas para la amplificacion por PCR

Reactivos:

Mezcla de dNTP [1.25mM]
Amortiguador libre de Mg [10X]
MgCl, [25mM]

Iniciador 1[10 pM]

Iniciador 2 [10 pM]

Taq polimerasa

Agua

DNA [200ng/ pL]

Volumen 25puL
4L

25 puL

1.5 pL

25 puL

25 puL

0.125 puL

9.4 pL

25 puL
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Anexo 4

Gel de acrilamida al 8%, su preparacion y condiciones de la corrida de
electroforesis.

Soluciones Cémara de 10x10
Agua 4.6mL

Acrilamida 2.6mL
Amortiguador TBE(Tris-borato EDTA) | 0.8mL

10X

TEMED 16 pL
(N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina)

Persulfato de amonio 10% 64 pL

La tabla anterior muestra los reactivos para la preparacion del gel de
acrilamida al 8%. Antes de comenzar a su elaboracion se debe cuidar la
limpieza de los vidrios de la cAmara, para eso se lavan los vidrios con dextran,
verificar que se encuentren desengrasados (Si es necesario limpiarlos con

etanol).

Después se montan los vidrios a la camara, asegurdndose de que este limpia y

que no presente fugas.

Se prepara el gel con las cantidades de las soluciones mencionadas en la
tabla anterior, agregando hasta el final el TEMED y el persulfato de amonio
(agentes polimerizantes). Se verte el gel de manera rapida y cuidadosa a la
camara para evitar la presencia de burbujas y la solidificacion del gel antes de
tiempo. Colocar los peines inmediatamente antes de que polimerice. Esperar
que polimericé, agregar la solucion de amortiguador de siembra para
electroforesis a la camara, finalmente cargar las muestras de DNA. Correr a 80

V por 2.5 horas.
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Anexo 5

Tinci6n de plata para gel de acrilamida al 8%

Reactivos:

SOLUCION FIJADORA SOLUCION DE REVELADO
ETANOL AL 10% 30mL HIDROXIDO DE SODIO AL 30% 39
ACIDO ACEETICO AL 0.5% 1.5mL FORMALDEHIDO AL 37% 300pL
AGUA 300mL SOLUCION DE FIJADORA 100mL
SOLUCION DE REVELADO SOLUCION DE PARO

SOL. DE NITRATO DE PLATA AL 2% ACIDO ACETICO GLACIAL AL 1.5% 1.5mL
NITRATO DE PLATA 200mg
SOLUCION FIJADORA 100mL SOLUCION DE FIJADORA 100mL

. Se toman precauciones para realizar esta tincion, se utilizan guantes
para la proteccion debido a que la acrilamida es neurotoxica.
Inmediatamente después de retirar el gel de la camara donde se realizo
la corrida electroforética, coléquelo en unrecipiente con
aproximadamente 200 mL de solucion fijadora por 30 min con agitacion
suave. Quitar la solucion fijadora y enjuagar con agua destilada.

Incubar con aproximadamente 100mL de solucion de tincion por 15 min
con agitacion suave, después enjuagar con agua destilada.

Incubar con =100mL solucion reveladora durante 10 min o hasta que se
revele las bandas en el gel.

Para la reaccion inmediatamente después de visualizar las bandas que
se esperan con la solucién de paro.

. Secar en marcos de acrilico y papel celofan, para su conservacion.
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