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Resumen

La gota es un tipo de artritis que ha incrementado en el mundo debido a factores
ambientales y genéticos que la asocian a un estado metabdlico alterado. En nuestro
pais la obesidad, sobrepeso, diabetes y sindrome metabdlico han aumentado en nifios
y poblacién adulta en los ultimos afios al grado de considerarse la obesidad una alarma
epidemiologica. La hiperuricemia (HU) se relaciona junto a los triglicéridos altos,
sobrepeso, y lipoproteinas de alta densidad (HDL) bajas como factores de riesgo para
gota. Esta enfermedad esta caracterizada por un proceso inflamatorio inducido por el
depdsito de cristales de urato monosddico (CUMs) en las articulaciones. El
reconocimiento de estos cristales se lleva acabo principalmente por macrofagos y
neutréfilos en la articulacion activando la inmunidad innata. Sin embargo, los altos
niveles de acido urico (AU) en etapas inter-criticas podrian activar la expresion de
genes de inflamacién y transportadores de uratos en otros tipos celulares como
monocitos y linfocitos de sangre periférica. El analisis de la expresion génica para los
transportadores de uratos SLC22A12, SLC2A9, SLC22A3, ABCG2 y moléculas de
inflamacion ALPK1, IL1B3, TLR4 en células mononucleares de sangre periférica, nos
permitié conocer si existen cambios en la expresion de estos genes entre pacientes
con gota inter-critica y controles sin HU. Se evalu6 el estado metabdlico de los
pacientes en suero al momento del estudio. El analisis de expresion se realizé con la
técnica de reaccion cuantitativa de cadena de la polimerasa con transcripcién inversa
en tiempo real (RT-gPCR) a partir de acido ribonucleico (RNA), empleando oligos
especificos. En este estudio se compararon a 24 pacientes y 26 controles. Se encontro
que la expresion de ABCG2 fue mayor en los pacientes y que la expresion de OCT3
fue mayor en controles y pacientes con sobrepeso comparado con los voluntarios con
normopeso. La expresion de ALPK1 fue mayor entre pacientes y controles mientras
que la expresion de TLR4 e IL1B no fue diferente. Los pacientes tuvieron una media
mas alta en los niveles de AU, triglicéridos, peso, edad e hipertension, pero niveles
mas bajos de HDL comparado con los controles. Los pacientes con gota inter-critica
mantienen en su mayoria alteraciones metabdlicas aun en tratamiento que junto con
la sobreexpresion de ABCG2 y ALPK1 podrian favorecer a un nuevo ataque de gota.
Palabras clave: gota inter-critica, células mononucleares, ALPK1, ABCG2, Acido urico, HDLs
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Abstract

Gout is a common type of arthritis that is becoming more prevalent in worldwide due to
environmental and genetic factors that associate it with an altered metabolic state. In
Mexico, overweight, obesisty, diabetes and metabolic syndrome have incresed in
children and adult population. Hyperuricemia is associated with high triglycerides,
overweight, and low HDL as risk factors for gout. The gout is characterized by an
inflammatory chronic state caused by deposition of monosodic uric crystals (CUMs) in
the joint. The recognition of these crystals by macrophages and neutrophils in the joint
activates innate immunity. However, high levels of UA in intercritical phase can activate
the expression of urate transporters and inflammation genes in other cell types such as
monocytes and peripheral blood lymphocytes. The analysis of gene expression for
SLC22A12, SLC2A9, SLC22A3, ABCG2, ALPK1, IL1B, TLR4 in peripheral blood
mononuclear cells (MN), allowed of us to know if there are differences in the genetic
expression of the genes between patients with intercritical gout and controls without
hyperuricemia. The metabolic state in gout was evaluated in serum determinations.
The gene expression analysis was performed from total RNA by GoTag® 1-step RT-
gPCR System using specific oligos. In this study we compared 24 patients and 26
controls. The patients had a higher average in the levels of uric acid, triglycerides,
weight, age and hypertension, but lower levels of HDLs compared to the controls. We
find significant differences in the expression of the ABCG2 urate transporter. The
expression of ALPK1 was higher in the patients.

Patients with inter-critical gout maintain metabolic alterations even in treatment and by

over-expressing ALPK1 and ABCG2 may be closer to a new gout attack.

Key words: Intercritical gout, mononuclear cells, ALPK1, ABCG2, uric acid, HDLs.
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1. Marco tedrico

1.1 Lagota

La gota es una enfermedad cronica producida por el depdsito de cristales de
urato monosaodico (CUMs) en las articulaciones que ha incrementado su prevalencia a
nivel mundial en las ultimas 3 décadas. Se conoce que los pacientes con gota tienen
alteraciones metabdlicas importantes a nivel de dislipidemias y variaciones en los
niveles de acido urico (AU), lo que favorece a la presencia de los ataques agudos de
gota. En México el 70.3% de la poblacion adulta padece obesidad y sobrepeso, lo cual
nos indica alteraciones metabdlicas importantes que en conjunto con el medio
ambiente y el fondo genético podria favorecer al incremento de la gota en nuestro pais.
Seria importante conocer si durante en el periodo inter-critico de la enfermedad, sin la
presencia de sintomas aparentes y sin un control completo del estado metabdlico de
los pacientes las células no especializadas induzcan la expresion de genes de
inflamacion y transportadores de uratos antes del ataque agudo. Este proyecto busca
analizar los cambios en la expresion génica de transportadores de uratos (SLC22A12,
SLC2A9, SLC22A3, ABCG2) y genes de inflamacion (ALPK1, IL1B3, TLR4) en

monocitos de sangre periférica de pacientes con gota inter-critica y controles.

La gota es el tipo mas comun de artritis inflamatoria !, se caracteriza por el depdsito
de CUMs en articulaciones, éstos son causados por la sobreproduccién o la
hipoexcrecion de AU 2. Es una enfermedad cronica, de origen multifactorial y pertenece
a un grupo de artropatias denominadas "artropatias cristalinas”. Afecta a zonas
articulares, periarticulares y subcutaneas, como consecuencia del aumento de los
niveles de AU en sangre, es decir de la hiperuricemia (HU), niveles de urato sérico
mayores de 6.8 mg/dL que rebasan su limite de solubilidad y en conjunto con otros
factores fisicoquimicos como el pH y la temperatura (T), favorecen a la precipitacion

en las articulaciones de los CUMs 3.
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2.2 Hiperuricemia

La HU es el principal factor de riesgo para el desarrollo de gota, sin embargo, al ser

una enfermedad multifactorial no es un factor suficiente para que se presente, se
estima que solo el 10% de los pacientes con hiperuricemia desarrollan gota 4. La HU
se define como el aumento de los niveles séricos de acido urico, en las mujeres se
habla de HU cuando se tienen concentraciones arriba de 6 mg/dL y en hombres valores
arriba de 7.2 mg/dL de AU, al tener altos niveles de AU se favorece a la formacion y
precipitacion de los CUMs causantes de los ataques de gota.
Esta condicion puede ser causada por una baja excrecién de AU, como consecuencia
de defectos genéticos que disminuyan la depuracion renal, enfermedades renales o
medicamentos (diuréticos). Por otro lado, una sobreproduccion de AU, debido a una
dieta rica en purinas, alcoholismo o defectos congénitos de enzimas del metabolismo
de purinas como la hipoxantina guanina fosforribosiltrasferasa (HGPRT) o la
fosforribosilpirofosfato sintetasa (PRPS) pueden llevar al desarrollo de HU °.

De acuerdo con el estudio de la encuesta nacional de salud y nutricion (NHANES,
por sus siglas en inglés) 2007-2008 que evalud poblacion general de Estado Unidos
(EV), se informd que la HU en los adultos estadounidenses es de 21.4% y conforme
mayores niveles de AU tenian era mas las comorbilidades que se presentaban, 66%
hipertension, 65% obesidad, 33% para insuficiencia cardiaca, 33% para diabetes,
concluyendo que estas prevalencias fueron 3 veces mas altas que en las personas
con niveles mas bajos de AU . Estudios en modelos animales y en cultivos in vitro de
células humanas sugieren que la HU favorece a la inflamacién, hipertension,
enfermedades cardiovasculares (ECV), adipogénesis, lipogénesis, la desregulacion de

la insulina y la glucosa, por lo tanto, favorece al sindrome metabdlico’.

2.3 Historia de la gota

El término gota deriva del latin gutta (gota). La gota es una de las primeras
enfermedades clinicamente descritas, el primer antecedente data de los egipcios en el
afno 2640 A.C., era conocida como “Podagra” debido a que afectaba a las

articulaciones metatarsofalangicas. Pero fue Hipdcrates durante el siglo V a.C. quien
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establece los primeros aforismos de la enfermedad, en donde establece que la gota
afecta con mayor frecuencia a hombres adultos y que en mujeres se presenta cuando
hay menopausia, observa que se caracteriza por inflamacion aguda en articulaciones
principalmente en el dedo gordo del pie y como consecuencia se disminuye la actividad
fisica, por ello la llama “la enfermedad que no te deja caminar”, por otro lado, relaciona
al estilo de vida con el desarrollo de gota, nombrandola “la enfermedad de los ricos o
reyes”, ya que era la clase social que mas tenia acceso a vinos, comidas ricas en
carne®. El primero en describir los cristales de acido Urico en un tofo fue Antoni van
Leeuwenhoek, pero es hasta el afio 1859, que Alfred Baring Garrod publica el primer
tratado de gota The nature and Treatment of gout and Rheumatic Gout, en donde se
establece la relacion entre los altos niveles de AU en sangre como la causa del
desarrollo de gota, ademas sugiere que existe un “error hereditario del metabolismo”
que favorece al incremento del AU en sangre. Afios después, en 1965, Michael Lesh
y William Nyham, describen que existe una anormalidad en el metabolismo de purinas
que provoca la ausencia de la enzima HGPRT vy con ello el aumento de AU en sangre

y la predisposicion al desarrollo de gota 8.

Durante los afios de 1970, se empezd a entender el mecanismo del metabolismo
renal, demostrando que existen transportadores de uratos en la nefrona y tubulos
renales que ayudan a la depuracion renal del AU sugiriendo una posible asociacion
entre la alteracion de los transportadores y los niveles en suero de AU °, actualmente
este es uno de los temas mas estudiados a nivel genético de la gota e HU '°. En cuanto
a tratamientos, Hipdcrates fue el primero en sugerir que se debe mantener una dieta
sin excesos y fue Garrod el primero en indicar que una dieta baja en purinas ayudaria
a disminuir los niveles de AU; el primer tratamiento farmacolégico que se conoce es la
colchicina, un alcaloide que se deriva de la especie Colchicum autumnale. Se atribuye
su uso especifico para controlar la inflamacion en la gota al médico Alejandro de Tralles
en el siglo VI d.C. pero debido a su toxicidad 150 anos se detuvo su uso y fue hasta
1763 que el Profesor Baron Von Stoerk en Viena propone de nuevo el uso de la
colchicina para la gota; en 1988 George Hitchings recibe el Premio Nobel debido al

descubrimiento del alopurinol, el primer tratamiento para inhibir la xantina oxidasa
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(enzima del metabolismo de purinas) y con ello disminuir significativamente los niveles
de AU. Durante el siglo XIX, se estudiaron los uricosuricos para aumentar la
depuracion renal y con ello disminuir los niveles de AU en sangre, actualmente para
tratar la inflamacion se sugiere el uso de medicamentos antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) y se siguen estudiando nuevas estrategias para controlar los

niveles de acido urico e inflamacion en gota .

2.4 Ausencia de uricasa en humanos

El AU es un producto del metabolismo de purinas, en la mayoria de los mamiferos
es un producto intermedio ya que la enzima la uricasa o urato oxidasa (Uox) convierte
al AU en alantoina, un producto mas soluble de facil depuracion, por lo que presentan
niveles bajos de AU sérico, pero depende de la especie el producto final del
catabolismo. Por ejemplo, en los peces y anfibios la alantoina se degrada a través de
acido alantoico a urea y glioxilato, pero en algunos invertebrados marinos y crustaceos,
la urea formada se hidroliza a NHs y CO2 por ureasa. Los humanos y primates
superiores carecen de la enzima uricasa por lo que el AU se convierte en el producto
final del metabolismo de purinas, esta es la razon por la que los niveles séricos de AU
en los humanos (promedio de 6 mg/dL) son mas elevados a comparacion de otras
especies (promedio de <0.5-1 mg/dL). Esto es un factor que nos vuelve susceptibles
a los cambios inducidos por la dieta para incrementar los niveles de AU sérico y es
una de las razones por lo que nuestra especie presenta un alto riesgo de padecer gota
11_

La uricasa se encuentra presente en bacterias y mamiferos conservando la
localizacion celular, por ello se cree que las mutaciones en esta enzima tienen un
origen comun de evolucion y que la perdida de la misma por primates superiores y
humanos confirié una ventaja adaptativa que la volvié no funcional 2. La urato oxidasa
esta en el locus 1p31.1, se han identificado algunas mutaciones que comprometen la
actividad enzimatica de las uricasa, dos mutaciones sin sentido, una de codon de paro
en el codon 33 y otra en el coddn 187, y la tercera mutacién en la sefial aceptor de

empalme del exon 313,
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Existen diversas teorias en donde se plantean las ventajas evolutivas que confiere
la pérdida funcional de la uricasa. Una de las hipotesis es que el AU tiene una funcién
antioxidante, ya que es un agente quelante de iones metalicos. Otra teoria, es que el
incremento de AU sérico contribuyd a mantener la presion arterial en nuestros
antepasados que tomaron una posicion vertical y cuya dieta era baja en sal. Por ultimo
se ha sugerido que el AU y otras purinas estimulan la corteza cerebral y que sus altos

niveles favorecieron al intelecto de los primates superiores .

2.5 La gota como enfermedad multifactorial

La interaccion de factores genéticos y ambientales contribuye al desarrollo de la
gota, por lo que se denomina una enfermedad compleja. Los factores de riesgo pueden
ser clasificados como factores demograficos que incluyen la edad, sexo y etnia, los
factores genéticos comprenden mutaciones o polimorfismos a nivel enzimatico del
metabolismo de purinas o transportadores de uratos y los factores de estilo de vida

(dieta, ejercicio, tabaquismo) 4.

2.5.1 Influencia del género en la gota

La incidencia de la gota es 4 veces mayor en hombres que en mujeres, esto se debe
a que el estrégeno incrementa la excrecion del AU del tubulo renal, pero después de
la menopausia y debido a los cambios hormonales el riesgo de sufrir gota incrementa,
aunque siempre sera menor que el de los hombres. Un estudio publicado en el 2011
por el grupo de Hidetsugu Saito, demostro que los niveles de estrégeno y progesterona
disminuyeron la expresion post-traduccional de transportadores de uratos, como el
intercambiador renal anidnico de uratos (URAT1), transportador de glucosa 9 (GLUT9),
transportador de membrana dependiente de ATP (ABCG2), concluyendo que la
reabsorcion renal de AU disminuia '°. Otro estudio sugiere que las mujeres presentan
una mayor resistencia a la insulina lo que reduce la excrecién renal de AU, sobre todo
en la posmenopausia. Por lo tanto, el factor de proteccién hormonal de las mujeres a

comparacion de los hombres es importante para el control del acido urico sérico pero
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comorbilidades metabdlicas tienen un factor de riesgo importante en ellas, lo que

pudiera acelerar el proceso de padecer HU 6.

2.5.2 Dietay gota

Debido al cambio de habitos alimenticios que se han registrado desde el siglo
pasado, la epidemiologia e incidencia de la gota ha aumentado. Algunos estudios
refieren que en los ultimos afos el incremento de edulcorantes con fructosa, consumo
de carne y alcohol han incrementado las vias endoégenas y exégenas para producir AU

mediante la via de purinas .

Alimentos como las visceras (higado, rindn, mollejas), sardinas, trucha, camarones,
cangrejos, carne, extractos de levadura, los frijoles, lentejas, espinacas, champifones
contienen altos niveles de purinas -8, Ademas de estos alimentos, el alto consumo
de fructosa y bebidas azucaradas se asocian a un incremento en los niveles de AU.
Se ha demostrado que los edulcorantes elevan los niveles de lactato y el acido urico
en plasma, debido a que se induce la produccién de AU mediante la degradacion del
ATP a AMP, aumentando el catabolismo de este ultimo '°. Uno de los transportadores
de uratos que también participa en el intercambio de glucosa y fructosa es GLUT9
(SLC2A9) que, ante una alta exposicion de azucares, se afecta en su capacidad de

transportar AU 20,

El consumo de alcohol es uno de los factores que se ha asociado mayormente a
hiperuricemia y gota, se estima que 15 g/dia de alcohol incrementan en un 93% de
riesgo de gota comparado con las personas que no consumen alcohol. Esto se debe
a que el incremento del acido lactico y acido urico involucra el intercambio de ambos
por via de los transportadores de uratos, principalmente de URAT1, ademas de que
se conoce que el alcohol aumenta la degradacion del ATP a AMP. Un dato importante
es que la cerveza, debido a su alto contenido de guaninas se asocia a un incremento
de 2.5 de riesgo de padecer gota a comparacion del licor que lo incrementa en un 1.6
veces '8, Por otro lado, el consumo de cafeina en el café se ha asociado a la

disminucién de los niveles de AU y por lo tanto menor riesgo de gota, debido a que
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inhibe competitivamente a la xantina oxidasa, incluso ha descrito que el consumo de
café es inversamente proporcional a tener gota, el consumo de 4-5 tazas por dia

disminuye hasta un 40% de riesgo de gota .

A los pacientes con gota se les sugiere tener una dieta con restriccion en calorias,
baja en purinas, evitar bebidas alcohdlicas, ademas de restringir el consumo de
proteinas y grasas, con la finalidad de controlar el peso y los niveles séricos AU,

complementario a la dieta se sugieren rutinas de ejercicio ?'.

2.6 Epidemiologia

A nivel mundial la prevalencia de la gota se ha duplicado en los ultimos 20 afnos,
esto puede ser resultado de la dieta, estilo de vida, el incremento de enfermedades
como HU, sindrome metabdlico y obesidad 2?. Los paises con mayor incremento son
los mas desarrollados y en los que mas se ha encontrado un aumento de la prevalencia
de la enfermedad y de la HU 23. Otra de las causas que se atribuyen al incremento es
el mal manejo de la gota en atencién primaria, lo que significa que hay casos clinicos

no reportados por un diagndstico incompleto o certero 4.

2.6.1 Prevalencia a nivel mundial

Uno de los problemas que se enfrenta a nivel mundial es la diferencia metodologica
para determinar la prevalencia y la incidencia entre diversos paises, por ello la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha propuesto para los paises en vias de
desarrollo utilizar el programa orientado a la comunidad para el Control de las
Enfermedades Reumaticas (COPCORD) con el fin de que presenten datos mas
homogéneos y comparables 4.

Los datos epidemioldgicos obtenidos de examenes fisicos y cuestionarios clinicos
han estimado que para los paises desarrollados la prevalencia en gota es >1%,
confirmando que en paises como Nueva Zelanda, Reino Unido (UK), China y EU hay

un aumento en la prevalencia de la gota 23, En el caso de EU, la NHANES revelaba en
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1998-1994 una prevalencia en gota >2% en hombres mayores de 30 afnos y mujeres
mayores de 50 anos, pero en sus mas recientes resultados, la NHANES 2007-2008,
describié una prevalencia de 3.9% 2°. Por ejemplo, en UK se ha encontrado que la
prevalencia en gota de 1970 a 1991 se triplico y en el 2012 se estimaba un 3.22% en
adultos, un reporte del The Royal College of General Practitioners Weekly Returns
Service (RCGP-WRS) calculaba una prevalencia en el 2007 de 4.7 por cada 1000
personas 26; para Grecia se calcula un 4.75% de prevalencia en la poblacion adulta, al
Este de Europa la prevalencia se encuentra entre un 1% y un 4%, siendo Lisboa y la
Republica Checa los paises con menor prevalencia con un 0.3%. El continente con
mayor porcentaje registrado de gota es Oceania con un 10% 2*. Por ultimo, para China
algunas encuestas han determinado que la prevalencia de la gota aument6 de 3.6/
1000 personas en el 2002 a 5.3/1000 en el 2004 25,

En Centroamérica y Sudamérica, la iniciativa COPCORD ha estimado una
prevalencia entre el 0.3% y 0.4% para México, Cuba y Venezuela, mientras que en
Guatemala unicamente se encontré el 0.01% de prevalencia. Ademas de América
Latina, la COPCORD evalud a 11 ciudades asiaticas y se encontré una prevalencia de
1.7% y para el Bangladesh, India, Malasia, Tailandia son categorizadas como de baja

prevalencia ya que se estima <0.5% de gota 24.

2.6.2 Prevalencia en México

En México no se cuenta con bases gubernamentales de datos epidemiolégicos
sobre la incidencia y prevalencia de las enfermedades reumaticas. En 2011, un estudio
implement6é la metodologia COPCORD en 5 estados del pais para conocer la
prevalencia de las enfermedades reumaticas mas comunes, para la gota se encontré
que la prevalencia en la Ciudad de México es de 0.4%, para Nuevo Leodn es de 0.3%,
Yucatan es de 0.1%, Sinaloa es de 0.06% y para Chihuahua es de 0.8%, estimando
una prevalencia en el pais de 0.3% 27. Uno de los puntos de discusion es que en ninguln
estudio se hacen pruebas clinicas y no se considera a toda la poblacion, eso explicaria

la gran variacién entre las estimaciones.
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2.6.3 Incidencia

La incidencia de la gota a nivel mundial se estima entre 2 y 6 veces mas alta en
hombres que en mujeres 24, incluso algunos autores calculan que en mujeres la
frecuencia es de 1.4 y en hombres, 4 por 1000 casos anuales 23. La probabilidad de
desarrollar artritis gotosa se incrementa con la edad, en los hombres generalmente se
presenta a los 30 afios y en las mujeres, después de la menopausia, ?*. Al igual que la
prevalencia, la incidencia también ha variado a lo largo de los afos, ya que depende

de la interaccion de los factores ambientales, genética y estilo de vida.

2.7 Cuadro clinico

Los ataques agudos de gota son consecuencia de la respuesta inflamatoria a los
cristales de AU presentes en las zonas periarticulares y en tejido celular subcutaneo,
siendo una de las principales articulaciones afectadas la primera metatarsofalangico.
La respuesta inflamatoria aumenta la produccion de citocinas y el reclutamiento de
neutrdfilos al sitio de dano. Clinicamente, la gota se clasifica en 3 etapas, artritis gotosa

aguda, inter-critica y gota tofacea/cronica.

2.7.1 Gota aguda

La artritis gotosa aguda se caracteriza por tener inflamacion articular, enrojecimiento,
aumento de T en el sitio afectado, dolor intenso principalmente en las noches
aumentando a lo largo del dia, teniendo un maximo de dolor y sensibilidad intensa
entre las 24 y 48 horas, leucocitosis (>40,000 células blancas/uL). Generalmente, se
manifiesta en una sola articulacién, 80% de las veces afecta en las extremidades
inferiores, principalmente a la primera articulacién metatarsofalangicas (podagra),
tobillo, rodilla o metatarso. Después de 5 o 7 dias, los sintomas desaparecen en
ausencia de tratamiento 8. Solo un 20% de los casos presenta ataques poliarticulares
agudos y se relaciona con la falta de seguimiento médico o cortos periodos inter-
criticos. Antes de que inicie un ataque agudo, las manifestaciones clinicas que se

pueden detectar son dolor leve, malestar en la articulacion y leve limitacion articular,
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generalmente acompanados de altos niveles de AU sérico, de detectar estos cambios
a tiempo podria administrarse tratamiento temprano para el ataque de gota y asi evitar

un mayor depdsito de CUMs en las articulaciones 2°.

2.7.2 Gota inter-critica

Entre cada periodo de crisis aguda de gota, existen intervalos asintomaticos
conocidos como periodos inter - criticos. Cuando estos periodos se vuelven mas cortos
y los ataques agudos de gota son cada vez mas frecuentes se desarrolla un estado
cronico de la enfermedad. La mayoria de los pacientes sufren un segundo ataque en
los dos arfios posteriores al primer evento de artritis gotosa 3°, sin embargo, los
pacientes pueden mantener niveles altos de acido urico, triglicéridos, colesterol, bajas
lipoproteina de alta densidad (HDL), proteina C reactiva(PCR) que favorecera a que la
enfermedad sea recurrente. Pascual, et al., encontraron que el liquido sinovial durante
el periodo inter-critico contiene entre el 12.5% y el 90% de cristales de urato
monosaodico, por o que es probable que se siga generando un dafio articular y se

mantenga la inflamacién en estos pacientes 3'.

2.7.3 Gota crdénica

La gota tofacea o cronica se presenta en un estado avanzado de la enfermedad,
generalmente después de 10 anos del primer ataque agudo. Se caracteriza por
presentar la sintomatologia clasica de un ataque agudo pero acompafado por la
presencia de tofos. Los tofos se definen como un agregado macroscopico de CUMs,
que puede apreciarse con inspeccion y palpacion, pueden desarrollarse en tejido
blando, huesos subcondrales, articulaciones interfalangicas distal y proximal 2°. La
gota cronica ocurre generalmente cuando no se tiene un tratamiento adecuado o no
hay seguimiento de la enfermedad, disminuyendo el tiempo de los periodos inter-
criticos de gota y esto puede provocar erosidén o dafo articular, ademas de limitaciones

mas graves en los movimientos 2.
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2.8 Diagnéstico

Los criterios de diagnostico y la clasificacion para la gota son establecidos por el
Colegio Americano de Reumatologia (ACR, por sus siglas en inglés) en conjunto con

la Liga Europea para el Reumatismo (EULAR, por sus siglas en inglés) .

El estandar de oro que confirma la presencia de la enfermedad es la artrocentesis,
meétodo de diagnostico y terapéutico, que consiste en una puncién articular para la
extraccion de liquido sinovial (LS) del espacio articular; el LS obtenido es examinado
a través de microscopia para determinar la presencia de CUMs en la articulacion
afectada, los CUMs se caracterizan por ser birrefringentes bajo luz polarizada
descompensada; por otro lado, al realizar el aspirado de LS, se disminuye el dolor y
disminuye la rigidez de la articulacion 32. EI LS se caracteriza por ser de color amarillo,
no es Vviscoso, tiene un alto porcentaje de células blancas, en su mayoria neutrofilos
33, Ademas de la puncién articular, existen otras pruebas clinicas que ayudan al
diagnodstico de gota, una de ella son los niveles de AU en suero (>7.2 mg/dL), los
niveles de PCR en suero, que durante un ataque agudo de gota puede alcanzar los
100 mg/L, otro parametro de laboratorio que ayuda a monitorear los niveles de AU y la
funcién renal que se puede ver comprometida en gota, es la creatinina. Ademas de los
parametros clinicos, existen otras pruebas como ultrasonido, resonancia magnética y
tomografias computarizadas que son utilizadas para ver la erosion y dafo causado a
la articulacion en un estado cronico de la enfermedad o en personas asintomaticas con
HU, pueden ser utilizadas como una prueba que apoya al diagnéstico de gota 2. En el
2015 la ACR y EULAR, establecen nuevos parametros para el diagnostico de gota,
que se compone de 3 elementos, historia clinica, analisis de laboratorio (para niveles
de AU sérico y en orina), y evaluaciones por imagenologia (ultrasonido articular,
radiografias, visualizacion de CUMs por microscopia). Estas herramientas aportan
elementos para un diagnéstico diferencial entre la gota, la pseudogota y otros tipos de
artritis, teniendo un criterio mas sensible y especifico. Ademas de la publicacién’,
elaboraron una herramienta virtual de acceso libre, en la cual se muestra el
cuestionario establecido por EULAR y ACR, que consta de 11 preguntas, en donde se
puede obtener un maximo de 23 puntos, pero con mas de 8 puntos acumulados en el
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cuestionario, se confirma el diagndstico de gota, se puede encontrar en la siguiente

liga http://goutclassificationcalculator.auckland.ac.nz/.

2.9 Tratamiento

El tratamiento para la gota abarca tres aspectos, primero controlar la inflamacion
durante un ataque, evitar recurrencias, disminuir los niveles séricos de AU para evitar
futuros depdsitos de CUMs. Para lograr estos objetivos, se implementan tratamientos

farmacoldgicos y cambios en el estilo de vida.

El objetivo del tratamiento para la gota aguda busca en un principio controlar el
dolor y desaparecer los sintomas, para que éste sea mas efectivo debe de
administrase dentro de las primeras 24 h después de los primeros sintomas. Durante
la fase aguda, los corticosteroides orales o intravenosos, los AINE y la colchicina son
los medicamentos mas utilizados para eliminar la inflamacion y el dolor 28. Después de
la resolucion del ataque, de 2 a 4 semanas despueés, en el periodo inter-critico, se
sugiere se mantenga controlada la ingesta diaria de alcohol, fumar, realizar ejercicio
de bajo impacto y llevar un control nutricional bajo en grasas y en alimentos ricos en
purinas, con el objetivo de mantener los niveles de AU sérico en 6 mg/mL, en caso de
que no se logren mantener los niveles de séricos de AU en un plazo de 3 a 6 meses,
se implementa la terapia baja en urato (ULT por sus siglas en inglés, Urate lowing
therapy), en la cual se administran farmacos como el alopurinol y el probenecid, que

disminuyen los niveles séricos de AU %,

Un punto importante por considerar es que un tratamiento ULT, puede
desencadenar episodios de inflamacion, por lo que la terapia se inicia hasta que se
haya terminado el ataque de gota. Adicional a ello, se administra un tratamiento
profilactico, que consiste en medicamentos para prevenir la inflamacion articular y se
sugiere que los ULT se prescriban de una forma escalonada, comenzando con dosis
bajas hasta conseguir un control de la uricemia. Los tratamientos se siguen por 6

meses, como minimo, pero dependera de la evolucion de cada paciente el ajuste de
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las dosis y tiempo de administracion. En la Tabla 1, se presentan los principales

medicamentos utilizados para la gota aguda y cronica.

2.9.1 Regulacion de los niveles de AU por farmacos

La enzima xantina oxidasa, es fundamental para la sintesis del AU, si ésta se

bloquea, el producto final del catabolismo de purinas sera la xantina y se evitara seguir

acumulando AU. Los inhibidores de la xantina oxidasa (XOls) son la primera opcion de

tratamiento para disminuir los niveles de AU. Los dos farmacos aprobados y utilizados

a este nivel son el alopurinol y el febuxostat pero en los ultimos afios se ha buscado

desarrollar nuevos blancos terapéuticos que combinen la inhibicion de la xantina

oxidasa e incrementen la funcion renal, un ejemplo es la pegloticasa, una uricasa

porcina recombinante que debe administrarse via intravenosa 3.

Tabla 1. Medicamentos utilizados para la gota aguda, inter-critica y crénica

Medicamento

Etapa de la
enfermedad

Mecanismo de accion

Dosis

Colchicina

Aguda

Inhibe la migracion de los
granulocitos al sitio de
inflamacion inhibe la
produccién de IL-1g vy
factores quimiotacticos, al
inhibir al inflamasoma.

Media:
1 mg al primer sintoma
y 1 mg adicionalen 2 h

Maxima:
2 mg en primeras 24 h
6 mg en 6 dias

Indometacina

Aguda

Inhibe la sintesis de
prostaglandinas, reduce la
T, es analgésico y
antinflamatorio

Media:
25 mg/dia

Maxima:
150 mg/dia

Alopurinol

Inter-criticay
cronica

Reduce los niveles séricos
del AU por la inhibicién de
la XO del metabolismo de
purinas y la sintesis de
novo.

Media:
50 mg/dia

Maxima:
900 mg/dia

Benzbromarona

Inter-criticay
cronica

Inhibe selectivamente a
URAT1, favorece la
excrecion renal de acido
arico

Media:
50 mg/dia

Maxima:
200 mg/dia

Febuxostat

Cronica

Inhibe la enzima XO del
metabolismo de purinas,
disminuyendo la uricemia

Media:
40 mg/dia

Maxima:
120 mg/dia

Promenecid

Inter-criticay
cronica

Disminuye la reabsorcién y
aumenta la excrecion del
AU. Baja los niveles
séricos de AU

Media:
250 mg/dia

Maxima:
1000 mg/dia

Principales medicamentos utilizados para la gota aguda, inter-critica y crénica. Se presenta en
mecanismo de accién de cada uno de ellos y la dosis recomendada. Interleucina 1 beta (IL-1B),

Temperatura (T), &cido urico (AU), Intercambiador renal aniénico de uratos 1 (URAT1).
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2.10 Asociaciones clinicas de la gota

La gota se ha asociado a otras condiciones médicas y enfermedades
principalmente con la presencia de hiperuricemia, pero también se ha identificado una
relacion con otras enfermedades como la osteoartritis (OA), lupus, hipertension,
sindrome metabdlico (SM), obesidad, enfermedades cardiovasculares y

enfermedades renales.

2.10.1 Sindrome metabdlico y gota

Uno de los mayores problemas de salud a nivel mundial en los adultos, es el
sindrome metabdlico. Es un estado protrombatico y proinflamatorio que se define como
la interaccion entre condiciones clinicas que involucran la obesidad (central y
abdominal), dislipidemia aterogénica, que engloba la hipertrigliceridemia (>150 mg/dL),
bajos niveles de HDL, incremento de lipoproteinas de baja densidad (LDL) e
hipercolesterolemia (>200 mg/DL), hipertension sistémica (presion sistélica = 130
mmHg o diastélica = 85 mmHg), resistencia a la insulina (RI) o la diabetes tipo 2. El
SM se asocia con la enfermedad cardiovascular aterosclerética, apnea obstructiva del
suefio, enfermedad renal crénica, HU y gota 3°. En los estudios poblacionales
longitudinales se ha demostrado que los altos valores en suero de AU, preceden a las
enfermedades antes mencionadas, estableciendo una relacion “dosis dependiente”,
por lo tanto, a medida que aumentan los niveles de AU, el riesgo de padecer SM
también aumenta 3. Se ha demostrado que los pacientes con gota tienen una
prevalencia mas alta de SM, entre el 44% — 82%, dependiendo de la poblacién, por
ejemplo, hasta el afio 2004, en la poblacion mexicana se estimaba que un 82% de los
hombres con gota padecian SM 3. Por otro lado, la NHANES- 2007-2008 de EU,
estimaba que el 62.8% de las personas con diagndstico de gota presentaban SM a
comparacion de un 25.4% de personas sin gotas38.
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2.10.2 Hipertension y gota

La hipertension se define como la elevacion cronica de la presion arterial sistémica
por encima de un umbral normal, para la presion sistolica =2 130 mmHg y para la presion
diastdlica = 85 mmHg 2°. Las personas con hipertension generalmente presentan, mas
complicaciones metabdlicas debido a una mala dieta, tabaquismo, sedentarismo que
son factores de riesgo para la gota, por ello tienen el doble de probabilidades de

desarrollar gota 24 36,

Se sabe que los altos niveles de urato en suero favorecen a mantener la presiéon
arterial elevada, a través de efectos directos sobre el endotelio vascular o mediante la
alteracién en el sistema renal. El endotelio produce 6xido nitrico (NO) que viaja por el
musculo liso para promover la dilatacion, pero se ha demostrado que al aumentar la
concentracion de AU se inhibe la produccién del NO en células endoteliales, ademas
de favorecer a que el musculo liso se atrofie y no pueda relajarse. A nivel renal, se
conoce que los niveles de AU aumentan la presién arterial causando lesiones tubulares
renales, inflamacion intersticial y la estimulacion del sistema renina angiotensina . El
losartan es un farmaco antihipertensivo e hipouricémico que ayuda a controlar la
presidon y los niveles séricos de AU a diferencia de los antihipertensivos

convencionales que no contribuyen a disminuir los niveles de AU 3.

2.10.3 Obesidad y gota

La obesidad y el sobrepeso se definen por la OMS, como la acumulacion anormal o
excesiva de grasa que afecta a la salud. La clasificacion de la obesidad esta basada
en la medicion del indice de masa corporal (IMC), que se define como la relacién entre
peso y estatura (kg/m?), la clasificacion de obesidad y sobrepeso se resume en la Tabla
2 40 es un indicador para diagnosticos clinicos y asociacion de enfermedades y es
influenciado por la edad, el sexo y, posiblemente, la etnicidad y aunque estas
diferencias no afectan a una clasificacion universal.

La obesidad es otra de las caracteristicas clinicas que se asocian positivamente a la

gota y el ACR ha reconocido una compleja relacion entre la gota y la obesidad,
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principalmente asociada a una mala dieta que ademas de aumentar el peso tiende a
promover la hiperuricemia . Se ha observado una relacion “dosis dependiente” en el
incremento o ganancia de peso y el riesgo de padecer gota, también se ha visto una
relacion entre el peso ganado durante etapas tempranas adultas y el riesgo de gota #',
sugiriendo que existe una relacién entre los niveles de de IMC y uratos.

En México la obesidad es uno de principales problemas en la poblacién, en el 2016
de acuerdo con la Encuesta de Salud y Nutricion (ENSANUT), se reporté un 72.5%
entre obesidad y sobrepeso en los adultos, lo cual nos indica alteraciones metabdlicas
importantes, aunque en el pais no se tiene una relacién entre el porcentaje de obesidad
y personas con gota, algunos estudios como la NHANES (2007-2010) en EU, estiman
que las personas con un IMC normal tiene una prevalencia en gota entre el 1-2%,
mientras que las personas con sobrepeso alrededor del 3% y con obesidad entre el
4%y el 7% *2.

Tabla 2. Clasificacion del peso, OMS.

Clasificacion IMC (kg/m?)

Bajo de peso <18.5
Normopeso 18.5-24.9
Sobrepeso 25.0-29.9
Obesidad | 30.0-34.9
Obesidad Il 35.0-39.9
Obesidad lli 240

Clasificacién de la Organizacion Mundial de la Salud del peso corporal en funcién del indice de Masa
Corporal (IMC), expresado en las unidades kg/m?2.

2.10.4 Hipertrigliceridemia y gota.

La hipertrigliceridemia es una condicién clinica en la cual se presentan niveles
arriba de 150 mg/dL de triglicéridos en ayunas*’. Esta condicion esta ligada
directamente a la dieta, obesidad y consumo de alcohol, que son factores de riesgo
para la gota. Se ha estimado que entre el 25% y el 60% de los pacientes con gota

28



presentan hipertrigliceridemia 2'; en modelos animales con HU vy falta de tratamiento
para controlar el AU, se ha visto el desarrollo de hipertension, hiperinsulinemia e
hipertrigliceridemia a comparacion de ratones tratados con alopurinol; en el 2013, el
grupo de Wei-Lun Huang demostré que la obesidad, hipertrigliceridemia en hombres y
mujeres pueden favorecer a la gota, incluso generar un ataque de gota con niveles de

UA sérico debajo del punto de saturacion (6.8 mg/dL) 3644,

2.10.5 Resistencia a la insulina y gota

La resistencia a la insulina (células no son capaces de activar sus receptores de
insulina permitiendo la entrada de glucosa a la célula) es una condicidén que predispone
a diabetes tipo 2 y se asocia a comorbilidades como el sindrome metabdlico,
hipertension, enfermedad arterial coronaria e hiperuricemia, que generalmente son
originadas por obesidad y baja actividad fisica, factores que son de riesgo para la gota.
Se ha demostrado experimentalmente que, al inducir hiper-insulinemia en personas
sanas, se reduce la excrecién de uratos y sodio, esto como resultado de un desbalance

en el intercambio idnico a nivel renal 21.

2.10.6 La gota y otras enfermedades articulares

Las enfermedades reumaticas también pueden tener un efecto sobre el desarrollo
de gota y viceversa; la osteoartritis (OA) es una enfermedad cronico-degenerativa
también conocida como artrosis u osteoartrosis y se caracteriza por la destruccion del
cartilago de articulaciones como rodilla, hombro, cadera o tobillos. Desde el punto de
vista clinico, hay episodios de inflamacién de la membrana sinovial, dafio en meniscos,
musculos, nervios y tendones. Una articulacion que fue afectada por un ataque de gota
es mas propensa a presentar un cuadro de OA, principalmente en la articulaciéon
metatarsofalangica y que la presencia de cristales de urato produce un dafo
progresivo en las articulaciones y cartilago; también se ha asociado una mayor
deposicion de CUMs en zonas de cartilago dafiado e incluso hay un estudio que

describe que altos niveles de AU sinovial se asocia con la gravedad de OA .
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La artritis reumatoide (AR), una patologia autoinmune inflamatoria que afecta
principalmente a las mufiecas y articulaciones de las manos, codos, hombros, rodillas.
Esta enfermedad se caracteriza por inflamacion articular, dolor y movimientos
limitados, por lo que puede ser dificil diferenciar clinicamente a la gota y la AR sobre
todo si la sintomatologia se presenta en las manos. Aunque la prevalencia de presentar
ambas enfermedades es baja, los estudios indican que en los ultimos afios (1995-

2007) hay mayor incidencia de gota en pacientes con AR 45,

La gota se relaciona con lupus solo por un estado de HU en donde el 29% de pacientes
con lupus eritematoso sistémico (LES) presentan una alta incidencia de HU, debido al
dafio renal como consecuencia de esta enfermedad autoinmune e incluso por algunos
farmacos utilizados para el tratamiento. Cerca del 95% de los casos con lupus presenta
algun tipo de artritis pero es inusual que se desarrolle gota debido factores como el
sexo, ya que LES es mas frecuente en mujeres, la terapia inmunosupresora que inhibe
la funcion de las células polimorfonucleares (PMN) previenen la inflamacién de un

ataque gotoso o el aumento de T corporal en los pacientes #7.

2.11 Acido arico

El 2,6,8-trihidroxipurina (CsH4N4O3), conocido como AU, es el producto final del
metabolismo de purinas en humanos y primates, pero es un producto intermediario en
dicha via en otros mamiferos. La molécula es un compuesto organico heterociclico con
un peso molecular de 168 Da y se define como un acido débil diprético, cuyas
constantes de disociacion son pKat = 5.4y un pKaz = 10.3; bajo condiciones
fisiolégicas normales, a un pH de 7.4y 37°C, se encuentra en plasma y fluidos
sinoviales en su forma desprotonada, es decir como anién de urato monovalente,
debido a que la forma divalente del anién es casi inexistente en nuestro cuerpo por el
alto valor de pkA y la poca variacion de pH, el término de urato y acido urico se utiliza
de forma indistinta para referirse a la reserva toral de AU y urato, en orina debido al
pH la forma predominante es el AU 48,
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El intervalo normal de referencia del acido urico sérico es de 1.5 a 6.0 mg/dL en las
mujeres y de 2.5 a 7.0 mg/dL en los hombres. El limite de solubilidad en sangre es de
6.8 mg/dL, cuando la concentracion de AU rebasa este limite y en conjunto con otros

factores fisicoquimicos se comienza con la deposicion de CUMs.

2.11.1 Acido Grico como agente antioxidante y oxidante

Se ha propuesto que la pérdida de la uricasa en humanos y el incremento de los
niveles acido urico sérico confiere una ventaja evolutiva, debido a que el AU posee
una capacidad antioxidante capaz de atrapar una gran cantidad de radicales libres,
pero también se sabe que posee una capacidad pro-oxidante la cual se ha asociado a
diversas patologias, por lo tanto, se ha reconocido que el AU tiene un papel dual y que
es determinado por la interrelacion con algunos factores pero no se ha comprendido

del todo 4°.

El acido urico presenta una actividad antioxidante en plasma que protege a las
células de estrés oxidativo debido a que tiene la capacidad de secuestrar al radical
peroxilo (RO2), a los radicales hidroxilos (OH) °°, y al oxigeno y tiene la capacidad de
actuar como donador de electrones. Previene la peroxidacion de lipidos y proteinas e
inactiva a la tetrahidrobiopterina, que favorece a la eliminacién de radicales libres y
quelacion de iones metalicos como como hierro y cobre 4°. Este efecto ocurre de
manera natural, es decir con niveles normales de uricemia, por ejemplo, el AU ayuda
a mantener la presion sanguinea cuando se mantiene una dieta baja en sal 3!, otro
ejemplo es en la practica del ejercicio intenso en donde se genera en el musculo ROS
y AU, que tiene la funcion local de antioxidante para evitar un dafio oxidativo. Por otro
lado, los efectos pro-oxidantes del AU han sido asociados a patologias, por ejemplo,
estudios in vivo con animales con hiperuricemia han desarrollado hipertension y
niveles mas altos de estrés oxidativo determinando una correlacion de marcadores de
estrés oxidativo y niveles de acido urico. Otro caso es en cultivos de adipocitos los
cuales son estimulados con AU, comprobando que incrementa la actividad de la

NADPH oxidasa y produccién de ROS en los adipocitos por la via de renina
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angiotensina. Un punto interesante en que el estrés oxidativo que se induce por HU en
el tejido adiposo esta asociado con la resistencia a la insulina y las enfermedades
cardiovasculares “°. En contraste un estudio del 2014 sugiere que los niveles de AU
en plasma son altos en personas obesas y con sindrome metabdlico debido a que es
un mecanismo de defensa para el estrés oxidante producido en estos escenarios 2.
Lo cierto es que aun no se conoce por completo el mecanismo de dualidad entre el

acido urico y su funcion/relacion antioxidante y prooxidante.

2.11.2 Cristales de urato monosédico (CUMs)

En un estado cristalino, el urato se encuentra en su forma protonada o en forma de
sal cuando esta desprotonado. Los depdsitos de cristales caracteristicos de la gota
son formados por urato monosddico monohidratado (NaCsHsN4Os - H20) y se
distinguen por tener caras en tres ejes desiguales sin ser perpendiculares entre ellos,
a esta estructura se le conoce como triclinica y al microscopio se observan en forma
de aguja; se forma por aniones de urato unidos por hidrégeno (Hz2) que se coordinan a
través de los iones de sodio, que se encuentran unidos mediante el anillo de purina,
esta estructura se repite formando laminillas apiladas, quedando expuesto en la

superficie atomos de O2 e H2. 3.

2.11.3 Proceso y factores que contribuyen a la cristalizacion.

La formacién de los cristales de urato comienza con la sobresaturacion del AU
seguido del proceso de nucleacidon, que consiste en la agrupacion de moléculas
dispersas de AU para generar nucleos del cristal. La nucleacion puede darse en
ausencia de un cristal (nucleacion homogénea) o sobre otro cristal (nucleacién
heterogénea, con bajos niveles de sobresaturaciéon). Una vez establecida la estructura
primaria del cristal, se da el crecimiento de este sobre todo en los extremos
longitudinales, que dara la caracteristica larga y estrecha de los CUMs 3. Uno los
factores fisicos que influye en la formacion de los cristales es la temperatura, que juega
un papel importante en la solubilidad, una T de 35°C es suficiente para bajar el punto
de la solubilidad de urato de 6.8 mg/dL a 6.0 mg/dL, esto ayudaria a entender porque

una zona de baja T como la articulacién metatarsofalangica, con baja perfusion es de
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las primeras en presentar un ataque de gota %3.0tro de los factores que contribuye es
el pH, en un ambiente mas acido el proceso de nucleacién se acelera, una causa de
la disminucién los niveles de pH es el aumento de los niveles de Ca?*, insuficiencia
respiratoria, consumo de alcohol, ejercicio intenso °*. Ademas del calcio, otros cationes
como el K*, Mg?*, NH**, reducen la solubilidad del urato e influyen en las variaciones
de pH %5,

o L] o
Na*
N N N
HIy R, =8.75  HN HM -
OH . - - O - 0 Ma
(v N N .o N N o N N
H H " H H H &
Acido urico lon urato Urato monosédico

(predominante a (farma comun en los

pH fisiologico 7.4) cristales de gota)

Figura 1. Cristalizacion del urato monosédico. Modificada de The Crystallization of Monosodium Urates.

2.12 Inflamacién en gota

Los ataques de gota son consecuencia de una reaccion inflamatoria aguda como
respuesta del sistema inmune innato a los depdsitos articulares de cristales de urato
monosodico. En los ultimos afos, los avances en biologia molecular han permitido
comprender mas del microambiente inflamatorio en gota; la activacion de vias de
inflamacion debido al reconocimiento de los CUMs por receptores tipo Toll (TLR), la
fagocitosis de CUMs y otras moléculas implicadas en la activaciéon de vias alternas de
inflamacion ocasionadas por los cristales de uratos. Se ha sugerido recientemente que
altos niveles de AU también generan efectos inflamatorios, pero aun no se conoce por

completo las vias de activacion .

2.12.1 Activacion de células via TLR’s

Los CUMs son moléculas asociadas a dafio (DAMPs), capaces de activar a células
de la respuesta inmune innata como los macréfagos o monocitos a través del
reconocimiento por receptores tipo toll (TLRs) que estimulan la quimiotaxis, la
activacion de las vias del factor nuclear kappa B (NF-kB) y la proteina cinasa activada
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por mitogeno (MAPK), la liberacién de citocinas proinflamatorias como la Interleucina
1-beta (IL-1B) que se libera tras la activacion del inflamasoma %6. En modelos murinos
y ensayos in vitro se ha demostrado que TLR2 y TLR4 son receptores que participan
en el reconocimiento de los CUMs durante un ataque de gota. Los modelos deficientes
de estos receptores disminuyen la produccion de IL1B y la infiltracion de neutrdéfilos en
la articulacion del raton tras exponerlos a concentraciones de CUMs %7, sin embargo,
estos receptores no tienen la capacidad directa de reconocer a los CUMs, necesitan
de la interaccion con CD14, una molécula implicada en la amplificacion de la sefial de
dafo, ya que los ratones deficientes de CD14 producen menos IL1p y se anula la
respuesta de los neutrofilos %8. Chen et al. (62) estudiaron en murinos la proteina
adaptadora de la respuesta primaria de diferenciacion mieloide (MyD88) y encontraron
que promueve la fagocitosis del cristal y puede participar en la activacion de la cascada
de sefalizacion para la sintesis de IL1B, ya que los ratones deficientes de MyD88
reducen la producciéon de citocinas proinflamatorias y la baja acumulacion de
neutrofilos, este efecto se ve mayormente disminuido cuando falta la interaccién TLR2
o TLR4 con MyD88 %9, concluyendo que una via de reconocimiento de los CUMs se
debe a la interaccién de TLR2/TLR4 con CD14-MyD88. La activacion de la via de TLR
dependiente de MyD88 involucra la activaciéon de las cinasas de IRAK, esto favorece
a la activacién de la ligasa E3 que regula a receptor asociado al factor de necrosis
tumoral (TRAFG6). A su vez, TRAF6 se autoubiquitina y permite la activacion de la
proteina cinasa 7 activada por mitégeno (TAK1) que ayuda a la actividad del complejo
cinasa (IKK) que fosforila a inhibidor del factor nuclear kappa-B cinasa subunidad a
(IKBa) y como consecuencia su degradacion, liberando a NF-kB para su translocacion
al nucleo, resultando en la activacion de la transcripcidon de genes de citocinas
inflamatorias como TNFa, IL1B, e IL6, entre otros %°. Ademas de esta via de
senalizacion, en otros estudios se ha descrito que los CUMS pueden activar a la
tirosincinasas de la familia Src y Syt,, ademas de activar a la cinasa ERK1/2, p38 y
JNK que participan en la via de MAPK, favoreciendo a la activacion de NF-kB para la

produccion de mediadores proinflamatorios 6.
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2.12.2 Fagocitosis de cristales de urato

La fagocitosis es mecanismo especifico de endocitosis por el cual las células como
macroéfagos, neutrofilos y células dendriticas inmaduras internalizan materia solida y
patdgenos microbianos, siendo un importante conector entre la respuesta inmune
innata y la adaptativa. La interaccion de los CUMs con TLR2-TLR4 /CD14 en
monocitos y macrofagos residentes de la articulacion promueve el proceso de
fagocitosis dependiente de la sefial de MyD88 para iniciar la cascada inflamatoria en
gota. MyD88 activa a NF-kB, generando mediadores proinflamatorios. Por otro lado,
los cristales fagocitados generan el ensamblaje intracelular de la proteina criopirina
(NALP3) del inflamasoma que respondera activando a la caspasa-1 y la sintesis de
pro-IL1B 82. Ademas de este mecanismo de la fagocitosis dependiente de la via de
reconocimiento de TLRs, se ha propuesto que el reconocimiento de los CUMs puede
ser directamente por afinidad de componentes membranales (colesterol) en los
macrofagos residentes, generando una activacion citosolica que desencadena las vias
de inflamacidn, la activacion de la fosfoinositol 3-cinasa (PI3K) y la cinasa Syk (cinasa

hematopoyética) asociada a la fagocitosis en células dendriticas®.

La fagocitosis frustrada es otro de los mecanismos que se proponen como
respuesta de las células dendriticas ante los CUMs, sucede cuando los macréfagos o
neutréfilos son incapaces de fagocitar al cristal y es originado por la union de los
cristales de urato a la superficie celular, lo que genera flujo de potasio, liberacion de
catepsina B debido al dafio de fagolisosomas y la produccién de especies reactivas de
ROS que a su vez promueven la liberacion de la proteina de interaccion de tioredoxina
(TXNIP), la cual se une a NLRP3 para iniciar el ensamblaje del inflamasoma 64. Es
importante resaltar que los productos generados de la cascada inflamatoria por
fagocitosis como IL1B, TNFa, IL6 e IL8 que ayudan al reclutamiento de neutrdfilos y
monocitos al sitio de inflamacion, también se liberan sefales de estrés celular que
favorecen proceso inflamatorio no solo en células hematopoyéticas también en células

como sinovios y células del endotelio vascular.
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2.12.3 Activacion del inflamasoma NLRP3 por CUMs en gota

El inflamasoma es un complejo multiproteico citoplasmatico que se caracteriza por
participar en la regulacién de la inmunidad innata, responde a patrones moléculas
asociados a patogenos (PAMPs) y DAMPs activando caspasas inflamatorias. Los
inflamasomas estan formados por una proteina central de la familia del receptor tipo
NOD con un dominio de pirina (NLRP), una proteina adaptadora (ASC) y una proteina
efectora (caspasa inflamatoria). Se reconocen 3 tipos de inflamasomas de la familia
NLRP que son NLRP1, NLRP3, NLRC4 %42 pero en modelos murinos se ha demostrado
que el reconocimiento de CUMs en gota se realiza especificamente por la activacion
del inflamasoma NLRP3 que se forma por un dominio C terminal- LRR, un dominio
central de union de nucleotidos- NACHT, dominio N- terminal de pirina (PYD), en
ratones con macréfagos deficientes de componentes de esta multiproteina fueron
incapaces de activar la sintesis de IL1p, ademas de disminuir la migracién de
neutrofilos en la zona de dano, en comparaciéon con los ratones con el inflamasoma
completo 8% con dominio de pirina - recrutamiento de caspasa (PYD-CARD).

En condiciones no inflamatorias o de estrés oxidante celular se inhibe NLRP3 debido
a que interactuan entre si los dominios de NACTH y LRR pero cuando hay presencia
de un PAMP o DAMP, como los CUMS, estos son reconocidos e inducen el ensamblaje
del inflamasoma NLRP3, ocasionando que los dominios queden expuestos y sensibles
a la oligomerizacién de NLRP3, favoreciendo al reclutamiento de la proteina ASC
(formada por losl dominio PYD y CARD), que a su vez interaccionaran con la proteina
efectora pro caspasa 1. En su forma activa como caspasa 1, realiza la escision de la
pro- IL1B, pro-IL18 (transcritas de una manera dependiente de NF-k siguiendo la
estimulacion de TLR) para convertirlas en su forma de citocinas proinflamatorias IL13
e IL18 que seran liberadas para el reclutamiento y la activacién de los leucocitos en la
articulacién amplificando asi la cascada inflamatoria. 8. Otro de los factores que
ayuda a la activacion del inflamasoma son el desequilibrio en el flujo de potasio
generado por la interaccion de los CUMs en la superficie celular y las especies

reactivas de oxigeno producidas por la fagocitosis frustrada de los CUMS 640. 65,
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2.12.4 Transmigracion leucocitaria a través del endotelio vascular

El reclutamiento de las células que participan en los episodios de inflamacion aguda
es posible debido a la activacidon de las células endoteliales vasculares. Esta activacion
favorece la vasodilatacion y aumento de flujo sanguineo que permitira el reclutamiento
de leucocitos en la zona de dafo. Por lo tanto, el microambiente celular tiene un papel
importante en la activacion celular del endotelio. Desde el afio 1997 se han realizado
estudios en modelos murinos y porcinos que demuestran que la exposicion de CUMs
en las articulaciones induce la expresion de las moléculas solubles de adhesion
endoteliales como selectina E, molécula de adhesion intercelular (ICAM-1), moléculas
de adhesion vasculares (VCAM-1) e inicia el reclutamiento de neutréfilos desde la
primera hora de exposicidon y bajando durante las 24 horas siguientes con la
disminucién del eritema provocado. En conjunto con este incremento de expresion se
observo un incremento en el TNFa e IL1B que favorecen al reclutamiento de

neutrofilos.

2.12.5 Activacion del sistema complemento

La activacion del sistema complemento esta asociada con periodos agudos o
cronicos de inflamacién. En gota ademas de una activacion de vias de senalizacion
para NFkB y del inflamasoma, se ha propuesto que también podria existir una
activaciéon del complemento. Se conocen 3 vias de activacion del complemento:
clasica, alternativa o no clasica y por via de la lectina; la primera via corresponde al
sistema inmune adaptativo debido a que requiere de una interaccion anticuerpo —
antigeno para su activacion, las otras 2 vias son del sistema inmune innato. La via
clasica del complemento inicia con la interaccién de un anticuerpo con un antigeno
(Ab-Ag) que a su vez se une por medio de las cadenas pesadas a la proteina C1q, la
cual producira la actividad enzimatica de la C1r que a su vez ocasionara la activacion
de C1s. Esta proteina escinde a C4, formando C4b que se unira al Ab-Ag o a una
superficie celular adyacente. Posterior a eso, C2 se unird a C4b y se escinde por C1s,
formando el complejo C4b2a, dando origen a la convertasa de la via clasica, que sera

clave para la escision de C3 para formar el complejo C4b2a3b que fragmentara a C5
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en C5a y C5b. C5b se quedara unido a las proteinas del complemento en la superficie
celular e interaccionara con C6,C7 y C8, como consecuencia se dara la lisis celular
debido a lo formacion de poros que permiten la liberacion de H20 y de iones de la
célula. Por otro lado, C5a se libera y tiene algunos efectos bioldgicos que mantienen
la respuesta inmune activa. Por ejemplo, favorece la desgranulacién en mastocitos,
libera mediadores como la histamina, permite la adhesion firme de células al endotelio
por medio de la expresidn de la selectina P, para los neutréfilos y mantiene la
inflamacion en el lugar de la activacién del complemento 6. A diferencia de la via
clasica, la via alternativa no necesita de una interaccion Ab -Ag pero si requiere de la
presencia de un agente extraio para aumentar la escision de C3 y permitir que el
enlace tioéster reactivo de C3b se ancle a la superficie celular, en conjunto con el factor
B. Después de esto, el factor B es capaz de escindir el factor D para formar el complejo
C3bBb que da lugar a una convertasa C3. A partir de este paso, la via clasica y
alternativa siguen los mismos pasos para lograr la activacion del complemento. Entre
1979 y 1983 se reportaba la presencia de componentes del complemento en el liquido
sinovial de pacientes con gota aguda y que la activacién de este sistema podia ser por
la via clasica o no clasica ¢’. En este caso, los CUMs son capaces de activar la via
clasica sin la presencia de un antigeno. En modelos animales como conejos con artritis
gotosa inducida también se habia comprobado que hay quimiotaxis de neutréfilos
debido a la activacion del complemento. Un estudio realizado por Ling-Ling et.al. en el
2002 %8 demuestra de manera in vitro que la exposicion de monocitos humanos con

CUMSs, induce el incremento de C5a en plasma, la expresion de pro-IL-1p e IL-1p.

2.12.6 Resolucion de la respuestainmune innata en gota

La resolucion del ataque agudo de gota puede deberse a la interaccion de tres
mecanismos en el sitio de inflamacion. El primer mecanismo que se sugiere es la
liberacion de TGFB1 de las células mononucleares (MN) para controlar la produccion
de citocinas como IL1B. En un estudio realizado por Fava R, se expusieron cristales
de uratos monosédico a macréfagos de sangre periférica y se determind que la
produccion de TGFB1 aumentaba conforme disminuia la liberacion de IL1B y la

expresion de IL1pB. Otro estudio reporta que la poblacion masculina Taiwanesa con el
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polimorfismo [869 T/C] en TGFB1 se asocia con los pacientes con mayor numero de
tofos y estado avanzado de la enfermedad ©°. Otra de las posibles funciones de los
macrofagos durante la resolucion del ataque de gota es fagocitar a los neutréfilos que
previamente fueron activados. Al fagocitar a estas células, también se producen altos
niveles de TGFB1, lo que disminuye la sintesis de IL13. EIl ultimo mecanismo
propuesto es el enmascaramiento del CUM por apolipoproteinas como ApoB y ApoE,
que ayudan a que no sea reconocido para activar el sistema complemento y se inicie

una respuesta inmune 62,

2.12.7 Otras moléculas inflamatorias asociadas a gota

Existen moléculas de inflamacién que han sido asociadas en los ultimos afos a

ataques agudos de gota, entre ellas destacan S100, HMGB1 y ALPK1.

S100 engloba a una familia de 25 proteinas de unién a calcio citdsolico. La mayoria
de los genes de la familia de S100 estan localizados en el cromosoma 1921 y varian
estructuralmente entre el 22% y el 57%. Estas variaciones contribuyen a la diversidad
de funciones que pueden ser intracelulares y extracelulares, participan en procesos
como apoptosis, migracion, proliferacion, diferenciacién, metabolismo energético e
inflamacion. La expresion del grupo de las S100 contribuye a mantener la
homeostasis celular en los procesos inflamatorios y depende de microambiente
celular, se ha demostrado que tiene una regulacion epigénetica por metilacién y por
mMiRNAS, resultando en una expresion tejido-especifica. Por ejemplo, S100A8 y
S100A9, esta sobre-expresada en condiciones de estrés y se favorece por citocinas
especificas y factores de crecimiento 7°. Las S100 también participan en el
reconocimiento de los DAMPs. Ryckman et al. (77) demostraron que al exponer a
neutrdfilos a diversas concentraciones de CUMs se incrementa las proteinas S100A8
y S100A9. Se propone que este incremento proteico ocurre por la interaccion con el
CD16 y Mac1 y se reduce con la presencia de citocalasina B, que impide el contacto

con los CUMs 7",
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El grupo de alta movilidad 1 (HMGB1), es una proteina nuclear que se localiza en el
cromosoma 13912 y esta altamente conservada. Esta proteina se encuentra en el
citoplasma o de forma extracelular. Participa en procesos de transcripcion, reparacion
de DNA, diferenciacion; en el citoplasma regula procesos celulares como la autofagia
y apoptosis. Cuando incrementa sus niveles en fluidos extracelulares, participa en
procesos inflamatorios no infecciosos, debido a que interactua con receptores TLRs,
con a quimiocinas (CXCR), integrinas y el receptor de compuestos de glicosilacion
avanzada (RAGE), favoreciendo la activacion de la via de NF-kB. Se ha estudiado el
papel de HMGB1 en enfermedades renales, diabetes, lupus y se cree participa en los
ataques agudos de gota 2. Un estudio publicado en el 2012 reporta que en células
HUVEC expuestas a AU soluble se incrementa la expresiéon de HMGB1, generando
la activacion de la via de NF-kB, liberando citocinas proinflamatorias debida a la
previa interaccion con TLR4 73 . Otro estudio publicado por Wei Cai et al. (80),
confirma que en cultivos de células HUVEC, altas concentraciones (20 mg/dL) acido
urico induce la sobreexpresion de HMGB1 y RAGE, activando la via de inflamacion

de NF-kB como previamente se habia descrito 74.

La ultima proteina que se sugiere podria tener un papel en el proceso de inflamacion
en gota es la alfa cinasa 1 (ALPK1), una proteina cinasa que se localiza en el locus
del cromosoma 4qg21-23 7°, tiene una masa molecular de 138,861 Da y un tamario de
1,244 aminoacidos. En el afno 2005, un estudio de Heine et. al (82), propuso que
ALPK1 participa en el transporte de membrana apical, demostrando que en células
epiteliales aumenta la expresion de esta proteina durante los procesos de
diferenciacion celular, en donde participa en la fosforilacion de la miosina, sugiriendo
que podria regular diversos procesos en donde haya un intercambio de moléculas a
través de vesiculas 6. En el 2011, un estudio realizado por Wang, et al. (83), analizd
mediante micro-arreglos y qPCR las muestras células blancas de sangre periférica
de pacientes con gota y voluntarios sanos, encontrando una expresion significativa
entre ellos. Ademas, en experimentos in vitro, demostraron que la exposicion de
células THP1 con cristales de urato monosddico aumenta los niveles de expresion

de mRNA vy niveles de proteina de ALPK1, y de citocinas proinflamatorias. Se
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propone que este aumento en moléculas inflamatorias sea consecuencia de la
fosforilaciéon de ERK1/2 y p38 por ALPK1, lo cual favoreceria a los ataques de gota
7. En el trabajo de investigacién de Chin-Pin Lee et al. (84), se sugiere que en células
THP1, la presencia de CUMs favorece a la activacion de ALPK1 que fosforila a la
miosina IIA, permitiendo la secrecion de TNFa "8. Un estudio del 2016 propone que
ALPK1 ademas de participar en el proceso de inflamacion de la gota también podria
estar regulando de manera negativa la expresion de URAT1. En modelos murinos
demuestran que la sobreexpresion de ALPK1 esta asociada a la baja expresion
proteica de URAT1 79,

2.13 Bioquimica de las purinas

Las purinas son compuestos organicos aromaticos heterociclicos. Los anillos de
purina (7(9)-H-imidazol (4,5-d) pirimidina) se definen estructuralmente como la union
de un anillo de imidazol y una pirimidina, mediante los carbonos 4 y 5 (figura 2). Estos
anillos son la base de otras moléculas como la adenina (A) y la guanina (G) que son
parte estructural del ADN; otro ejemplo son la hipoxantina, xantina que son claves en
la sintesis del acido urico y en el desarrollo de la gota, incluso han sido estudiadas
para el desarrollo de andlogos de purinas, como el alopurinol, que sirven como

estrategias terapéuticas para la hiperuricemia y la gota.

Figura 2. Anillo de purina. Modificado de Newcombe E.S. Gout .

Existen fuentes exdgenas y enddgenas que aportan purinas, lo que favorece a la
sintesis de acido urico, principalmente se reconocen la dieta, la renovacion de tejidos

y la biosintesis de nucleétidos de novo.
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2.13.1 Degradacion de nucleoétidos

La renovacion tisular consiste en la lisis de células y tejidos para posteriormente
renovarlos. Durante este proceso ocurre el catabolismo de purinas que dan como
producto el acido urico. La degradacion de los acidos nucleicos, DNA y RNA, es de los
principales procesos productores de AU; esto ocurre debido a que endonucleasas y
exonucleasas se encargan de hidrolizar los enlaces medios y terminales de los
polinucledtidos, originando nucledtidos, los cuales se forman de una base purica (A o
G) mas un azucar (ribosa o desoxirribosa) y un fosfato. En la figura 3, se esquematiza
la ruta de degradacion de la adenina y la guanina. El primer paso para la degradacion
del DNA o RNA es llevarlos a una forma menos compleja mediante la hidrolisis por
medio de una desoxirribonucleasa o ribonucleasa y fosfodiesterasas para la formacion
de 5’ nucledtidos. Se puede distinguir que los acidos nucleicos con adenina, dan origen
al acido adenilico el cual se desamina con una deaminasa, formando acido inosinico
que se convierte en inosina mediante una nucleotidasa, posteriormente por una purina
nucleodsido fosforilasa la inosina pasa a hipoxantina, una vez formada la xantina
oxidasa la oxida a xantina y por ultimo se oxida a acido urico; Por otro lado, los acidos
nucleicos con guanina, generan acido guanilico que mediante la 5’ nucleotidasa se
convierte en guanosina y mediante una nucledsido fosforilasa en guanina,
intermediario que se desamina para pasar a xantina, la xantina sera oxidada al acido

urico como producto final.
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Figura 3. Via de degradacién de nucleotidos. Modificado de Newcombe E.S. Gout &

2.13.2 Catabolismo de purinas

El catabolismo de purinas en humanos toma de sustrato inicial a la adenosina
monofosfato (AMP) transformandola a inosina mediante una reaccion de
desaminacién para formar inosina monofosfato (IMP) que tras sufrir una
desfosforilacion se convierte a inosina o bien, el AMP puede primero desforsforilarse
y luego desaminarse para generar la inosina; otro sustrato para la via catabdlica de las
purinas es la guanina monofosfato (GMP) que por una nucleotidasa pasa a guanosina.
Por medio de la purina nucleésido fosforilasa (PNP), los nucledsidos, inosina y
guanosina generados se transforman a bases puricas hipoxaxantina y guanina. La
hipoxantina, sera oxidada a xantina por la xantina oxidasa, mientras que la guanina se
desamina para la formacion de xantina y de esta manera oxidarse nuevamente por la
xantina oxidasa para crear el producto final, el acido urico. Los humanos somos
incapaces de oxidar el acido urico a un producto mas soluble, como la alantoina que
en otras especies aun puede pasar por dos reacciones mas para llegar al producto

final de urea 8.
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En la figura 4, se muestra el resumen de la via de degradacion y de sintesis de las

purinas y del acido urico.

Ribosa 5-P + ATP

v
5- Fosforribosil — 1 Pirofosfato (PRPP) + glutamina
P o e Inhip,
'mb\C‘O“i v 10N feeq, "d;
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- Xantma
. Ad
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Figura 4. Vias de degradacion y sintesis de purinas y 4cido urico. Modificado de Newcombe E.S. Gout
80

2.13.3 Biosintesis de purinas

En humanos el producto final del metabolismo de purinas es el acido urico, por lo que
los niveles de séricos de AU dependen de los niveles de purinas, metabdlicamente es
la relacion entre la biosintesis de novo, la degradacion, excrecién e ingesta de purinas,
recordando las purinas son de dos fuentes exdégenas (dieta) y enddgenas (se lleva a
cabo en el higado, intestinos, musculos, endotelio vascular). La produccion y el
catabolismo de purinas genera entre 300 y 400 mg por dia de metabolitos 82. La
produccion endégena del AU corresponde a 2/3 del AU total y la dieta aporta el resto.
Otro punto de regulacion en los niveles de AU es la excrecion urinaria del mismo
(Figura 5).
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Figura 5. Niveles de &cido urico. Modificado dResumen

La gota es un tipo de artritis que ha incrementado en el mundo debido a factores
ambientales y genéticos que la asocian a un estado metabdlico alterado. En nuestro
pais la obesidad, sobrepeso, diabetes y sindrome metabdlico han aumentado en nifios
y poblacién adulta en los ultimos afos al grado de considerarse la obesidad una alarma
epidemioldgica. La hiperuricemia (HU) se relaciona junto a los triglicéridos altos,
sobrepeso, y lipoproteinas de alta densidad (HDL) bajas como factores de riesgo para
gota. Esta enfermedad esta caracterizada por un proceso inflamatorio inducido por el
depdsito de cristales de urato monosédico (CUMs) en las articulaciones. El
reconocimiento de estos cristales se lleva acabo principalmente por macrofagos y
neutréfilos en la articulacién activando la inmunidad innata. Sin embargo, los altos
niveles de acido urico (AU) en etapas inter-criticas podrian activar la expresion de
genes de inflamacion y transportadores de uratos en otros tipos celulares como
monocitos y linfocitos de sangre periférica. El andlisis de la expresion génica para los
transportadores de uratos SLC22A12, SLC2A9, SLC22A3, ABCG2 y moléculas de
inflamacion ALPK1, IL1B3, TLR4 en células mononucleares de sangre periférica, nos
permitié conocer si existen cambios en la expresion de estos genes entre pacientes
con gota inter-critica y controles sin HU. Se evalu6 el estado metabdlico de los
pacientes en suero al momento del estudio. El analisis de expresion se realizdé con la
técnica de reaccion cuantitativa de cadena de la polimerasa con transcripcién inversa

en tiempo real (RT-gPCR) a partir de acido ribonucleico (RNA), empleando oligos
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especificos. En este estudio se compararon a 24 pacientes y 26 controles. Se encontro
que la expresion de ABCG2 fue mayor en los pacientes y que la expresion de OCT3
fue mayor en controles y pacientes con sobrepeso comparado con los voluntarios con
normopeso. La expresion de ALPK1 fue mayor entre pacientes y controles mientras
que la expresion de TLR4 e IL1B no fue diferente. Los pacientes tuvieron una media
mas alta en los niveles de AU, triglicéridos, peso, edad e hipertensidn, pero niveles
mas bajos de HDL comparado con los controles. Los pacientes con gota inter-critica
mantienen en su mayoria alteraciones metabdlicas aun en tratamiento que junto con

la sobreexpresion de ABCG2 y ALPK1 podrian favorecer a un nuevo ataque de gota.

Palabras clave: gota inter-critica, células mononucleares, ALPK1, ABCGZ2, Acido Urico,
HDLse Newcombe E.S. Gout®.

2.13.4 Mecanismos de hiperuricemiay la gota

Existen alteraciones en la biosintesis de novo purinas, en la via del recambio de
nucleotidos de purinas y en la excrecién del AU lo que genera un aumento en los

niveles séricos de AU, que llevan a un estado de HU el cual favorece a la gota.

2.13.5 Relacién enzimética entre la PRPS y la HGPRTasa

En humanos una de las principales casusas de HU es el incremento en la biosintesis
de acido urico, entre el 5%-10% de los pacientes con gota primaria presentan un
incremento en la sobreproduccién de AU debido a la alteracion de 2 enzimas
importantes en la via de las purinas, la PRPP sintetasa y HGPRTasa. En el primer
caso, un aumento de la actividad de la PRPPs causa una sobreproduccion de PRPP,
sustrato clave para el inicio de la biosintesis de purinas, como consecuencia se
incrementaran todos los intermediarios de la via hasta llegar al producto final, el AU.
Otra de las formas en las que se ve incrementada el PRPP es mediante una deficiencia
de la enzima HRPTasa, que ocasiona una disminucion en el reciclaje de la hipoxantina,
ocasionando que se incremente la hipoxantina y sea oxidada por la xantina oxidasa

convirtiéndose en AU.

46



2.14 Eliminacion del acido urico

En los humanos la eliminacion del AU ocurre principalmente a nivel renal (2/3 del
AU total) y en el intestino (aproximadamente 1/3 del AU), gracias a la accion de las
bacterias que catabolizan el AU en dioxido de carbono y amoniaco que se elimina
como aire intestinal o se excreta por la orina, pero también participa la eliminacion a
través de la saliva, lagrimas y la transpiracion. La eliminacion del acido urico en
conjunto con la correcta produccion de este metabolito es clave para mantener la

homeostasis de los niveles de AU.

2.14.1 Depuracion renal del acido urico

La depuracion renal del AU esta determino por la cantidad de urato filtrado por el
glomérulo, mientras mayor sea la depuracion renal mayor sera la eliminacion de dicha
sustancia en el plasma 83,

La depuracion del AU se realiza en el tubulo proximal del rifidn y el proceso consta
de cuatro pasos: la filtracion glomerular, reabsorcion del urato filtrado, secrecion y
reabsorcion post-secretoria (figura 5). El primer paso es la filtracion del AU total en el
glomérulo, el 100% del filtrado pasa al tubulo proximal en el segmento S1, en donde
es reabsorbido entre el 98 y el 100%, mientras que el 0-2% del AU permanece en la
luz tubular. La siguiente fase es la secrecion en el segmento S2 del tubulo proximal de
un 50% AU que fue reabsorbido en la primera etapa. Seguido de esto, sucede una
reabsorcion post-secretoria del 80 al 90% del AU en la parte mas distal del tubulo
proximal, por lo que solo entre un 10 y 20% del AU filtrado se desecha en la orina 8.
Uno de los principales puntos de regulacion se encuentra en el segmento S2, ya que
se encuentran expresados transportadores de uratos URAT1, GLUT9, ABCG2, OAT1
que ayudan a la reabsorcion de AU pero existen algunas moléculas como el -

hidroxibutirato, lactato, acetoacetato que inhiben la excrecion del AU 84,

47



Acido urico
Glomérulo | =~

100% filtracion

glomerular 98 - 100 %
N :

reabsorcion

S1
0-2% Reabsorcion
52 . B 50% - neta del
Tubulo secrecion acido Urico
proximal filtrado es
40 — 44% 80 -90%
I >
53 ‘ reabsorcion

10-20%
secrecion

Figura 6. Depuracion renal. Modificado de Newcombe E.S. Gout *°.

La excrecion en un adulto con un metabolismo y dieta regular es de 600 — 800 mg
de AU por dia, personas que excretan por arriba de este rango presentan
hiperexcrecién y puede deberse a un metabolismo anormal de purinas o por una falla
a nivel renal pero también se puede presentar el caso contrario, eliminar cantidades
minimas, lo que se conoce como hipoexcrecion.

La eliminacion renal del AU es otro de los factores que influye en la variacion de
los niveles séricos y en orina de este metabolito. Se conocen 4 factores a nivel
fisiologico que afectan la depuracién renal: la baja tasa filtracion glomerular (GFR, por
sus siglas en inglés) caracterizada por pérdida de nefronas, lo que genera un
desequilibrio en los niveles séricos y de orina del AU, creatinina y nitrégeno. La
segunda causa es el incremento de la reabsorcion de AU en el tubulo proximal, como
consecuencia del consumo de diuréticos que provocan la concentracion del acido urico
en un menor volumen de H20, aumentando la reabsorcién de uratos y disminuyendo

la filtracién glomerular. La tercera causa de una alteracién en la depuracién renal es el
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consumo de farmacos como la ciclosporina A, bloqueadores [ adrenérgicos, acido
nicotinico, entre otros que impiden el correcto intercambio de uratos, iones organicos
0 xenobidticos en el tubulo proximal modificando la afinidad o el gradiente utilizado por
los transportadores de uratos. El ultimo factor conocido, pero poco entendido es la

intoxicacién por plomo que genera HU y esta altamente asociado a gota.

En la ultima década, los avances en biologia molecular han permitido comprender
que los transportadores de uratos juegan un papel muy importante para la reabsorcién
y secrecion de AU, ya que si presentan alguna variante genética o estructural en su
capacidad de transporte pueden afectar los niveles de excrecion del AU, en los

siguientes apartados se describiran a los transportadores 8.

2.15 Transportadores de uratos

Los transportadores son proteinas integrales de membrana plasmatica, median el
intercambio transmembranal de compuestos enddgenos y exdgenos, iones organicos
0 inorganicos, xenobidticos. Se estima que el 5% de los genes humanos corresponden
a transportadores o proteinas asociadas a ellos. La expresion y funcion fisiolégica de
estas proteinas es tejido especifico, ademas tienen especificidad y afinidad por ciertos
sustratos. Existen principales dos superfamilias de transportadores, la familia de
transportadores de soluto (SLC, por sus siglas en inglés) y la familia de transportadores

de ATP (ABC, ATP-binding cassette, por sus siglas en inglés) 5.

Los transportadores de uratos estan expresados y activos principalmente en la
membrana apical o basal del tubulo proximal del riiidén, participan en la reabsorcion,
excrecion de uratos. A lo largo de la ultima década se han realizados estudios de
asociacion y analisis funcionales para identificar a los transportadores de uratos con
mayor relevancia en la depuracion renal, asi como sus mutaciones, polimorfismos y
regulacion para entender mas sobre su relacidén y desregulacién en la homeostasis de
los niveles de urato, HU y gota. Entre los transportadores que mas destacan son
GLUTY9, URAT1, ABCG2, OAT1, OAT3, OAT4, NPT1 y NPT4. En este proyecto de
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investigacion nos enfocaremos a estudiar 4 transportadores de uratos, URAT1,
GLUT9, ABCG2 y OCT3.

2.15.1 URAT1

El intercambiador renal anionico de uratos mejor conocido como URAT1 (por sus
siglas en inglés), es la primera proteina transportadora de aniones organicos (OAT)
identificada en el 2002 por Enomoto et al. 8. Se expresa en las células epiteliales de
la membrana apical del tubulo proximal del rifidn y participa en la reabsorcién de AU,
intercambiandolo por CI- o iones organicos. URAT1 es codificado por el gen
SLC22A12, ubicado en el genoma en la posicion 11q13.1, tiene 11,753 bases. Se
forma por 553 aminoacidos, con una masa molecular de 59,630 Da. Es una proteina
con 12 dominios trasmembranales (TM) con 2 bucles hidrofilicos y extremos terminales
intracelulares formados por NH2y COOH &7. Ademas, URAT 1 interactta con la proteina
PDZK1 la cual posee un motivo PDZ (proteina multidominio) en el extremo COOH.
PDZK1 es una proteina de andamio que conecta a URAT1 con la membrana
plasmatica y regula la expresion superficial en los dominios apicales de las células
epiteliales. Por estudios de coexpresién y coinmunoprecipitacion se ha demostrado
que la interaccion proteina-proteina hace al transportador funcional, aumenta el
transporte de urato 88,

En ovocitos de Xenopus se ha demostrado que URAT1 es inhibido directamente
por farmacos uricosuricos como el probenecid, benzbromarona y losartan que
favorecen a la secrecion de uratos &, mientras que los farmacos antiuricosuricos como
la pirazinamida o agentes como el lactato favorecen el transporte de uratos

disminuyendo su secrecion y aumentando su reabsorcion 0,

2.15.2 GLUT9

El transportador de glucosa 9 (GLUT9) forma parte de la familia de transportadores
de hexosas, participa en el transporte de glucosa, fructosa y urato; es un transportador
uniportador pasivo que es independiente de la concentracion de Na* y CI- pero
dependiente del potencial de membrana. GLUT9 o también conocido como URATV1
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(urate voltage-driven efflux transporter 1) es codificado por SLC2A9 y tiene una masa
molecular de 58702 Da. Su Km para el AU es de 0.6 mM. Existen dos isoformas del
transportador como consecuencia del splicing alternativo, GLUT9a (variante 1)
formada por 12 exones y 540 aminoacidos (aa), ésta se expresa en el higado,
membrana basolateral del tibulo proximal de rifidn, leucocitos y placenta °'; GLUT9b
(variante 2) se forma por 13 exones y 512 aa, su expresioén esta limitada a la membrana
apical del tubulo proximal renal y la placenta. El analisis en modelos murinos y en
Xenopus comprobd que GLUT9 es un transportador Na+,Cl- independiente, ya que al
inducir cambios en las concentraciones de estas moléculas no genera cambios en la
eficiencia y afinidad del transporte de uratos, sin embargo, si se reporta que el
transportador es sensible a la despolarizacién de la membrana, es decir, al aumento
de K externo, lo que facilita el ingreso de uratos a la célula®?. Shikhman et al. (101),
demostraron que GLUT9 se expresa en condrocitos bajo la presencia de citocinas
proinflamatorias como IL-13, generando una mayor captacion de glucosa y
posiblemente desempenando un papel en las respuestas inflamatorias en ataques de
artritis 3. Estudios en modelos animales han mostrado que GLUT9 puede inhibirse por

medicamentos como el probenecid y el losartan %4.
2.15.3 ABCG2

El transportador de membrana dependiente de ATP de la subfamilia G tipo2
(ABCG2) que a nivel funcional participa en la excrecién de uratos y xenobidticos. Es
un transportador ATP dependiente, miembro 2 de la familia de los ABC que es
codificado por el gen abcg2, se localiza en la posicién 4922, su tamafno es de 141,154
bases y se forma por 16 exones. ABCG2 es una proteina con 6 dominios
transmembranales, se caracteriza por tener dos tipos de dominios, NBD-MSD (dominio
de unién a nucledtidos y dominio de membrana), se considera como un transportador
medio debido al tamafo que presenta en comparacion de los otros miembros de su
familia . La expresion de ABCG2 es tejido especifico en células del tubulo proximal
del riidn, placenta, cerebro, sistema digestivo, testiculos, utero, higado y células
madre hematopoyéticas. Se ha propuesto que ABCG2 también participa en procesos

de inflamacion; por ejemplo, un estudio del 2008 observo la expresion de esta proteina
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en macrofagos y sinoviocitos de pacientes con artritis reumatoide °. En otro estudio,
en donde se busca comprobar que en la enfermedad de Alzheimer, ABCG2 puede
regular la respuesta inflamatoria, se sugiere que la sobreexpresion de ABCG2 en
células HEK29 inhiben el efecto toxico de ROS, disminuyendo el RNA mensajero
(RNAm) de la IL18 y de GRO-B, % aun se desconoce el mecanismo y si esto aplica

en otras enfermedades como la gota.

2.15.4 OCT3

OCT3 es un transportador organico de cationes codificado por el gen SLC22A3,
ubicado en la posicién q25.3 del cromosoma 6; se forma por 104,314 bases, 556 aa.
y su masa molecular es de 61,280 Da. Su estructura tiene 12 dominios
transmembranales y se caracteriza por tener 85% de CG en el promotor. Se ha
encontrado su expresion en células renales, higado, en musculo, cerebro, corazén y
placenta. Se caracteriza por ser un transportador independiente de Na* de pequefios
cationes organicos como aminas, farmacos, catecolaminas, sustancias toxicas %. Un
estudio publicado en el 2017 por Breining®®, propuso que OCT3 podria ser un regulador
de la norepinefrina (NE) permitiendo o no la activacién del metabolismo lipidico. En
dicho estudio se midio la expresion de OCT3 en biopsias de tejido adiposo pardo (BAT)
de cuello y su correlaciéon con marcadores de la funciéon termogénica del mismo. Se
encontré una relacion entre los mayores niveles de expresion de SLC22A3 y la toma
de muestra en invierno, asociandolo a que favorece al metabolismo de oxidacion de la
glucosa y los acidos grasos en este tejido, por lo que se propone estudiar como un
blanco terapéutico para el tratamiento de la obesidad y la diabetes 9. Otro de los
estudios funcionales de este transportador se realizdé en modelos murinos en donde se
sugiere que OCT3 participa en la regulacion de la osmolaridad causada por los niveles
de agua y sal a nivel cerebral, ya que la proteina se encontrd expresada mayormente
en zonas osmosensible modulando la respuesta neurona. También lo asocian a cancer
de préstata e incluso se propone una desregulacion epigenética para este gen que se

refleja en la progresion de la enfermedad 1%,
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2.15.5 Transportadores de uratos como blancos terapéuticos

Los transportadores de uratos son un punto de control para la reabsorcion y
eliminacion del AU, por lo tanto, se han convertido en un punto de interés
farmacolégico como blanco terapéutico. Los transportadores se pueden inhibir para
disminuir la tasa de reabsorcion del AU a nivel renal y con ello bajar la concentracion
sérica o bien, para aumentar la depuracion renal del AU. La mayoria de los farmacos
desarrollados actuan sobre URAT1 y GLUT?9.

Los agentes uricosuricos, bloquean a URAT1 con el objetivo de disminuir los niveles
séricos de AU. Ejemplos de estos medicamentos son el benzbromarona, losartan,
probenecid y sulfinpirazona %', los ultimos dos estan contraindicados en pacientes con
nefrolitiasis y dano renal severo. In vitro, la benzbromarona y el probenecid disminuyen
entre un 80-95% del transporte de AU por URAT1, mientras que para GLUT9 se logra
una inhibicién entre el 55 a 77%. Otra manera de regular el AU circulante es
estimulando la secrecién renal, los farmacos que cumplen con esta funcion, se
conocen como antiuricosuricos, un ejemplo es la pirazinamida, que de forma in vitro

se estimula un 25% de la secrecion.

2.16 Genética de la gota

Ademas de la influencia ambiental en los niveles de AU, uno de los factores que
posiblemente explique la variacion de la incidencia de la gota son las variantes
genéticas que en conjunto con el estilo de vida globalizado aumenta la probabilidad de
padecer la enfermedad. Algunos estudios han sugerido que la herencia de los niveles

de uratos es entre el 45% y el 73% 102,

Estudios de asociacién del genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés) han
permitido identificar polimorfismos de genes involucrados en la depuracion del AU que
se han asociado gota e HU, principalmente genes de los transportadores de uratos

que principalmente se expresan de manera basal a nivel renal, entre ellos se destacan
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SLC22A12, ABCG2, SLC2A9, SLC17A1. Ademas, se han identificado mutaciones y
polimorfismos en enzimas del metabolismo de purinas y en genes de vias de

inflamacion.

2.16.1 Mutaciones y polimorfismos en los transportadores de uratos

Los GWAS se han realizado a nivel mundial con la finalidad de encontrar genes
asociados a gota, HU y detectar variantes similares en diversas poblaciones. En
Europa, en el ano 2013 se publicdé el GWAS mas grande que ubico 28 locis de uratos
asociados a gota y que son similares entre europeos, africo-americanos, Indios,
Japoneses entre los que destacan 4 transportadores de uratos, URAT1, GLUTY,
ABCG2 OAT4 y NPT1 93, Por otro lado, en el este de Asia se publico un estudié que
evalué a mas de 30,000 individuos por GWAS encontrando similitud en los resultados
con GLUT9, ABCG2, URAT1 y MAE. También se ha evaluado a la poblacién &africo-
americana obteniendo mayor asociacion entre los niveles de acido urico y la variacion
de GLUT9, URAT1, GLUT12 y SGKI, por ultimo, en poblacion mexicana unicamente
se encontro relevancia significativa con GLUT9 '%4, Se explicaran las principales
variaciones encontradas en cada uno de los transportadores de uratos que

estudiaremos.

GLUT9

Se estima que el 3% de la variacién en los niveles de AU son causa del gen SLC2A9
102 Se han descrito alrededor de 15 variantes genéticas para GLUT9, asociadas a gota
e HU, hasta el afno 2013, 12 estaban fuertemente asociadas a gota e HU y 3 a la
variacién de niveles de AU (HU o hipouricemia). Mediante estudios de asociacién a
nivel mundial, se pudo determinar que no todos los SNPs y mutaciones para GLUT9
tienen la misma incidencia ni impacto funcional sobre las poblaciones. En un estudio
realizado en el 2008 por Dephgan et al. 1%, se identificd en individuos negros el SNP
rs16890979 sin sentido, que ocasiona una sustitucion de valina a isoleucina V253l
causando altos niveles de AU y siendo un factor de riesgo para gota, en contraste con

un estudio publicado en el mismo afio por Siguang Li ', que no encuentra relacion
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significativa entre este SNP y la poblacién de Cerdefa, sin embargo, si identifica a
rs6855911, un SNP mas asociado a los niveles de AU en esa poblacién. Otras
variantes de GLUT9 para gota son rs1014290, rs737267 y rs2241480 para Europa,
para la poblacién de africo americanos y blancos se han identificado rs6449213,
rs16890979, rs734553, rs6855911, s13129697, solo para personas blancas
rs7442295. En poblacion México-Americana se han descrito 4 SNPs que generan
variacion en los niveles de AU rs6832439, rs13131257, rs737267, rs6449213 194, Las
mutaciones de pérdida de funcién para GLUT9 son causantes de hipouricemia renal,
estas variantes han sido asociadas en poblacién china, alemana y britanica '°7;
algunas de las mutaciones que se han encontrado en poblacion china afectan a la
forma larga y corta de GLUT9, R380W-R198C y R351W- R169C, respectivamente 1%,

URAT1

Se han identificado mutaciones y polimorfismos en el gen SLC22A12 que estan
altamente asociados a hipouricemia y gota. Se han descrito alrededor de 11 SNPs de
URAT1 en distintas poblaciones a niveles mundial. En los habitantes de China y de las
Islas de Salomoén se encontré que la variante rs475688 esta fuertemente asociada a
la presencia de gota '%’. Un estudio en poblacion coreana ha descrito asociacion de
los SNPs rs7929627 (IVS7-103A/G) y rs3825017 (N82N) con el incremento de AU en
sangre, convirtiéndolos en SNPs de riesgo para el desarrollo de gota, en contraste con
rs11602903 (788A/T) y rs121907892 (W258X) asociados negativamente a gota '°°. En
poblacién japonesa masculina también se ha encontrado la variante rs893006 en
URAT1, pero solo se ha asociado a variacion de niveles de AU. En poblacion mexicana
en el ano 2006 se encontrd una insercidon homocigota 680insG en el exdn 4, causante
de un coddn de paro y dando como producto una proteina no funcional, ésta variante
genética se asocié a gota e HU '°. La mayoria de los polimorfismos para URAT1
estan asociados a HU y gota, sin embargo, las mutaciones descritas se han
relacionado a hipouricemia, sugiriendo problemas en la correcta reabsorcion de AU a
nivel renal, asociandolo a un bajo riesgo de gota. Una de las principales mutaciones
es W258X descrita en poblacién japonesa asociada negativamente al riesgo de gota
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e HU %y |]a segunda mutacién en esta poblacion es G774A que genera HU renal ',

ABCG2

En estudios de genotipificacion y GWAS se han descrito variantes no funcionales y
medio funcionales asociadas la aparicion de gota, variacion en los niveles de AU en el
transportador ABCG2. Existen 2 variantes, sin sentido, disfuncionales para ABCG2,
Q141K (rs2231142) y Q126X (rs72552713), siendo el primer SNP la causante del 50%
de la funcionalidad y la pérdida total para el segundo caso''?2. En el 2009, un estudio
de Woodward et. al '3, determind que la presencia de la variante Q141K ocasiona
acumulacién de AU intracelular al bajar la tasa de excrecion en ovocitos de Xenopus.
Un estudio de asociacion reveld que esta ultima variante esta significativamente
asociada con los niveles altos de AU y con la prevalencia de gota en la poblacion
Europea Americana, Africana Americana, México Americana e Indio Americana "4,
cuando se tienen presentes las 2 variantes (Q141K y Q126X), se compromete la
funcionalidad del transportador que va desde severa disfuncionalidad, media
disfuncionalidad, disfuncion moderada y disfuncional, estos grados de perdida de
funcién se han relacionado con la aparicion a mas temprana edad de la gota,

representando entre un 80 y 90% el riesgo de padecer gota '"°.

OCT3

Se han identificado algunos polimorfismos del gen SLC22A3 asociados a diversas
enfermedades. Un estudio de SNPs reportd tres variables rs653753, rs596881 y
rs316019 asociados a hipertensién y diabetes tipo 1 en hombres finlandeses, sin
embargo, estos SNPs no alcanzaron la significancia necesaria cuando se hicieron
ajustes estadisticos, probablemente por el tamafio de la n ''®. En un estudio en
poblacion caucasica se reporté el SNPs rs3088442 afecta la estabilidad del RNAm e
inhiben las respuestas inflamatorias inducidas por LPS, disminuyendo la expresion de
mediadores proinflamatorios como IL8, IL16. En contraste cuando se usa un miRNA-

147 antagonista al SL22A13 en células THP1, este aumenta la expresion de las
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citocinas 7. A pesar de que los polimorfismos observados no estan directamente

asociados a gota, si estan relacionados a factores de riesgo de la enfermedad.

2.16.2 Mutaciones en los genes de inflamacién

ALPK1

ALPK1 es una proteina que recientemente se ha asociado a gota y ademas de los
estudios de expresion que hemos mencionado anteriormente, también existen
estudios de genotipificacion que asocian a este gen a la presencia de gota. En un
estudio de genotipificacién en poblacién de Taiwan, se encontraron tres SNPs
rs11726117, rs231247 and rs231253, en ALPK1 asociados a gota '8, sin embargo
cuando este mismo estudio se replica en poblacién Japonesa no se encontro
asociacion alguna ’>. Por ello, deberian evaluarse estos SNPs en diversas
poblaciones para ver si estos polimorfismos son comunes o caracteristicos de alguna
region. Otro estudio de genotipificacion en la poblacién de Han en Taiwan identifico
tres SNPS asociados al riesgo de gota: rs11726117 M861T, rs231247 R1084R, y
rs231253 3' UTR. En este estudio, se propone que la combinacidén de polimorfismos
de ALPK1 con SNPs de los principales transportadores de uratos ABCG2, GLUT9 y
URAT1 aumentan el riesgo de gota; se ha reconocido que el polimorfismo M861T de
ALPK1 en conjunto con los SNPs de ABCG2 rs2231142, SLC2A9 rs1014290 y
SLC22A12 rs3825016, podrian representar el 99% del riesgo de gota.

TLR4

En un estudio de genotipificacién en el 2013 se informo que el SNP rs2149356 de
TLR4 asociado con anterioridad a sepsis, cancer de prostata y glaucoma también esta
asociado a artritis gotosa en poblacion Han de Taiwan. Este polimorfismo contribuye
al riesgo de padecer gota debido alteraciones en la expresion de TLR4 y la sintesis de

IL1B en MN de sangre periférica de los pacientes ''°.
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2.16.3 Mutaciones en enzimas del metabolismo de purinas

Las alteraciones genéticas en los transportadores de uratos no son el unico factor
genético que predispone a altos niveles de AU o al desarrollo de gota, también se han
encontrado mutaciones y polimorfismos de las enzimas del metabolismo de purinas

que favorecen a la sobreproduccién del AU y la presencia de gota.

La HPRT, hipoxantina guanina fosforiltranferasa, es reconocida por permitir el
reciclamiento de guanina e hipoxantina. Se conocen alrededor de 100 mutaciones para
esta enzima. La deficiencia de la enzima en una enfermedad genética asociada a X.
El 63% de las mutaciones son puntuales, 24% son deleciones, el 7% inserciones y el
6% son cambios complejos en el DNA 20, Clinicamente se pueden clasificar 3 estados
resultantes, el caso menos severo presenta Unicamente sobreproduccion de AU, HU,
nefrolitiasis y gota. Los casos intermedios, ademas de altos niveles de AU, se
presentan leves anomalias neuroldgicas y la clasificacion mas grave, presenta
sobreproduccion de AU, disfuncién neuroldgica discapacitante y anomalias en el
comportamiento (comportamientos impulsivos y auto-perjudiciales), siendo la forma
mas severa de la enfermedad '?'. Otra de las enzimas que es fundamental para el
control del metabolismo de purinas es la PRPS, que cataliza la sintesis del fosforribosil
pirofosfato (PRPP) a partir de ATP y ribosa 5 fosfato. Las mutaciones reportadas hasta
ahora en la PRP son mutaciones sin sentido y afectan a la sintesis de acidos nucleicos,
metabolismo energético y sefalizacion celular. Estas mutaciones dan origen a cuatro
sindromes: superactividad de PRS-I, Charcot-Marie-Tooth, sindrome de Arts y Sordera
nurosensorial no sindrémica ligada a X. La super-actividad de PRS, esta asociada a
HU, hiperuricosuria y gota, ya que se presenta una sobreproduccion de purinas que
son convertidas a AU. El ganar funcionalidad por mutaciones puntuales en el marco
de lectura o el incremento de la expresion de la PRPS pueden ser las causas de la

super-actividad que se genera 22,
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3. Planteamiento del problema

Existen estudios clinicos que demuestran la importancia de los transportadores de
uratos para regular los niveles de acido urico en rifidn, intestino e higado. En algunos
estudios se ha demostrado que, en condrocitos, el endotelio vascular o la glandula
salival también sobre expresan a estos transportadores para regular los niveles altos
de AU. Sin embargo, no se conoce el papel de estos transportadores en la
desregulacion de uratos en gota. No se sabe si en sangre periférica, los monocitos
pueden responder al incremento de las formas de AU soluble modificando la expresion
de transportadores de urato y genes de inflamacion en etapas inter-criticas de la
enfermedad. El aislamiento de estas células seria una forma de evaluar de forma
especifica la diferencia en la expresién génica del microambiente celular desregulado

en personas con HU y gota.

4. Justificacion

En las ultimas décadas se ha registrado un incremento de la gota y las
comorbilidades a las que se asocian. Aunque se conoce la importancia de los
transportadores de uratos para la regulacién de los niveles de AU en rifidn y las
moléculas de las vias de inflamacién para la respuesta inmune en la articulacion, no
se ha estudiado si estos genes activos en un ataque agudo y con respuesta tejido-
especifica puedan estar expresandose en células de facil acceso como los monocitos
de sangre periférica antes o después de llegar a un periodo agudo. Encontrar
diferencias en la expresion génica en las etapas inter-criticas de la enfermedad
permitiria establecer marcadores moleculares que nos alerten de un estado
inflamatorio y de la desregulacién de AU previniendo asi, un ataque de gota o saber si

el paciente en tratamiento realmente esta controlando la enfermedad.

5. Hipotesis

Existe un aumento significativo en el perfil de expresion de genes de transportadores
de uratos (SLC22A12, SLC2A9, SLC22A3, ABCG2) y genes de inflamacion (ALPK1,
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IL1B, TLR4) en células mononucleares de sangre periférica de pacientes con gota

inter-critica en comparacién a controles normouricemicos sin gota.

6. Objetivo general

Analizar los cambios en la expresidn génica de SLC22A12, SLC2A9, SLC22A3,
ABCG2, ALPK1, IL1B, TLR4 en células mononucleares de sangre periférica de
pacientes con artritis gotosa inter-critica y controles comparandolo con su estado

clinico.

6.1 Objetivos especificos

1. Analizar las diferencias en la expresioén génica de los transportadores de uratos
(SLC22A12, SLC2A9, SLC22A3, ABCG2) y genes de inflamacion (ALPK1, IL1,
TLR4) en monocitos de pacientes con gota y controles sin gota y
normouricemicos.

2. Analizar si existe una relacion entre el patron de expresion y el perfil clinico (AU,
triglicéridos, glucosa, PCR, HDLD, LDL) de los pacientes con gota y controles
para los genes SLC22A12, SLC2A9, SLC22A3, ABCG2, ALPK1, IL1B, TLRA4.

3. Comparar y correlacionar los parametros clinicos (AU, triglicéridos, colesterol,
glucosa, PCR, HDL, LDL) de pacientes y controles con su historia clinica (edad,

tratamiento, antecedentes, enfermedad renal, hipertension, IMC).

7. Métodos

7.1 Diseno del estudio

Este estudio sigue un diseno experimental, transversal y comparativo. Debido a que
reporta las caracteristicas clinicas y de expresion génica de TU y genes de inflamacion
de la comparacion entre controles y pacientes inter-criticos de gota, que fueron

observadas en un solo momento.
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7.2 Tamafio de muestra

Para el estudio de expresion de los transportadores de urato, se establecié un
tamafio de muestra de por lo menos 12 pacientes con diagnodstico de gota y 12
individuos sanos (controles); todos ellos fueron voluntarios para participar en el
estudio. Para calcular el tamafio de muestra, se realizé una prueba de diferencia de
medias de dos grupos independientes, utilizando el programa G*Power: Statistical
Power Analyses. Los datos de referencia para hacer la diferencia de medias fueron los
reportados para el gen ALPK1 en células MN de pacientes con gota en el articulo de
Shu-Jung Wang et. al’’, ademas de tomar de referencia la expresion reportada para
los TU en tejidos humanos por el grupo de Nishimura N. en el 2005'23, Se considero

que se alcanzaria un tamafo del efecto minimo como los reportados para cada gen.

En la Tabla 3 se muestran los parametros utilizados para el calculo de muestra

correspondiente a cada estudio.

Tabla 3. Tamafio de muestra minimo para el estudio de la expresion génica de
transportadores de uratos y genes de inflamacion

Poblacién total (N) | 24
Pacientes(n) 12
Controles (n) 12
Poder estadistico 96%
Error 0.05
DS 5%

Calculo del tamafio de muestra (n) para ensayos de expresion. DS, desviacion estandar.

7.3 Reclutamiento de pacientes y controles

Para reclutar a los pacientes con gota, se trabajo en conjunto con el servicio de
Reumatologia del Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR) y del Instituto Nacional de
Cardiologia (INC); ademas reclutamos a poblacion general con diagnéstico de gota o
con sintomatologia de ataque agudo, mediante el disefio de carteles y tripticos
difundiendo el proyecto. Los voluntarios sanos también se reclutaron por estos medios.
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Todos los participantes del estudio firmaron el consentimiento informado aprobado por

el comité de ética del Instituto Nacional de Rehabilitacion.

7.4 Criterios de inclusion.

Los pacientes en este estudio fueron hombres voluntarios entre 25 y 60 afios, con
diagnostico de gota. El rango minimo de 25 afios se considerd debido a que hay casos
de gota por herencia familiar por alguna mutacién que afecta principalmente el
metabolismo de purinas dando un fenotipo de hiperuricemia y gota desde edades
tempranas; las cuales son comunes en personas menores a esta edad. El rango mayor
a 60 anos se debe a que puede haber personas con gota mayores de esta edad pero
pueden tener varias comorbilidades, por lo tanto sera mas dificil saber si la gota es
primaria o secundaria, tal es el caso de enfermedades renales frecuentes en personas
de la tercera edad. El diagnostico de gota para los pacientes que no contaban con el
analisis de CUMs en el liquido sinovial de la articulacion se realizd mediante el
cuestionario establecido en el 2015 por ACR y la EULAR. Este cuestionario incluye
parametros clinicos (sintomatologia), de laboratorio (AU en suero, presencia de CUMs
en el liquido sinovial) e imagenologia (evidencia de CUMs por doble contorno, dafo
articular) que permite clasificar como pacientes con artritis gotosa a aquellos que
tienen una suma total de puntos igual o mayor a 8.

Los controles fueron voluntarios hombres entre 20 y 50 afos, sin gota, sin
hiperuricemia y sin obesidad aparentemente sanos de enfermedades inflamatorias y
articulares. El rango minimo se eligié debido a que las personas entre 20 y 30 afos
tienen mayor probabilidad de tener niveles metabdlicos en rangos normales y mayor
actividad fisica. El rango mayor se debe a que personas mexicanas del area
metropolitana mayores de 50 afios pueden tener niveles metabdlicos alterados, asi

como comorbilidades y menor actividad fisica.

7.5 Criterios de exclusioén

Los criterios de exclusion para los pacientes y controles son:

e Presencia de una enfermedad autoinmune concomitante con la gota como la
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artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico.

e Presencia de artropatias microcristalinas y metabdlicas asociadas a la gota
como la pseudogota o condrocalcinosis.

e Pacientes con displasias 6seas que originen incremento de AU como leucemias
linfoblasticas, mielofibrosis y policitemia vera.

e Pacientes con diabetes mellitus y sindrome metabdlico.

e Presencia de enfermedades renales.

En el caso de los controles, no deberan padecer de HU, gota o algun tipo de
enfermedad articular inflamatoria (artritis reumatoide, osteoartritis, artritis séptica,

artritis soriatica) ni cardiopatias.

7.6 Criterios de eliminacion

Las muestras seran eliminadas en los siguientes casos:
e Muestras de sangre contaminadas o insuficientes.
e Retiro voluntario de los participantes.

¢ Informacioén clinica incompleta de los participantes.
7.7 Lista de reactivos

En la Tabla 4, se presentan los reactivos utilizados durante el proceso experimental

de este trabajo.
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Tabla 4.Lista de Reactivos

Reactivo

Casa comercial

442785. Determinacion de acido urico en

suero

Beckman Coulter Synchron Systems
Av. Popocatépetl 396, Gral Anaya, 03340 Ciudad de México, CDMX

OSR6116. Determinacion de colesterol en

suero

Beckman Coulter Synchron Systems
Av. Popocatépetl 396, Gral Anaya, 03340 Ciudad de México, CDMX

OSR6521. Determinacion de glucosa en

suero

Beckman Coulter Synchron Systems
Av. Popocatépetl 396, Gral Anaya, 03340 Ciudad de México, CDMX

OSR778. Determinacion de creatinina en

suero

Beckman Coulter Synchron Systems
\Av. Popocatépetl 396, Gral Anaya, 03340 Ciudad de México, CDMX

OSR61118. Determinacion de triglicéridos en

suero

Beckman Coulter Synchron Systems
Av. Popocatépetl 396, Gral Anaya, 03340 Ciudad de México, CDMX

447280. Determinacion de proteina C
reactiva en suero

Beckman Coulter Synchron Systems
Av. Popocatépetl 396, Gral Anaya, 03340 Ciudad de México, CDMX

Polymorphprep™.Gradiente de densidad
compuesto por Diatrizoato de sodio al 13.8%

y polisacarido al 8.0%

Axis. Alere Technologies AS PO Box
6863 Rodelokka N-0504, Oslo, Norway

Ficoll®- paque premium 1.073.
Grandiente de densidad 1.073 g/mL

Merck KGaA, Darmstadt, Alemania y afiliados.

Sigma-Aldrich Toluca, Mexico

301803. FITC antihumano CD14. Anticuerpo

Biolegend®, 9727 Pacific Heights Blvd.
San Diego, CA 92121. Distribuidor Cymit Quimica S.L.

301807. APC antihumano CD14. Anticuerpo

Biolegend®, 9727 Pacific Heights Blvd.
San Diego, CA 92121. Distribuidor Cymit Quimica S.L.

302019. Alexa Fluor® 488 antihumano CD16.

Anticuerpo

Biolegend®, 9727 Pacific Heights Blvd.
San Diego, CA 92121. Distribuidor Cymit Quimica S.L.

302020. Alexa Fluor® 647 antihumano CD16.

Anticuerpo

Biolegend®, 9727 Pacific Heights Blvd.
San Diego, CA 92121. Distribuidor Cymit Quimica S.L.

323018. PerCP® antihumano CD15 (SSEA-
1). Anticuerpo

Biolegend®, 9727 Pacific Heights Blvd.
San Diego, CA 92121. Distribuidor cymit Quimica S.L.

301908. APC® antihumano CD15 (SSEA-1).

Anticuerpo

Biolegend®, 9727 Pacific Heights Blvd.
San Diego, CA 92121. Distribuidor cymit Quimica S.L.

305106. PE® antihumano CD66b. Anticuerpo

Biolegend®, 9727 Pacific Heights Blvd.
San Diego, CA 92121. Distribuidor cymit Quimica S.L.

315808. APC® antihumano CD177.

Biolegend®, 9727 Pacific Heights Blvd.

Anticuerpo ISan Diego, CA 92121. Distribuidor cymit Quimica S.L.
310720. FITC® antihumano CD193. Biolegend®, 9727 Pacific Heights Blvd.
Anticuerpo San Diego, CA 92121. Distribuidor cymit Quimica S.L.

304058. FITC® antihumano CD45.

Anticuerpo

Biolegend®, 9727 Pacific Heights Blvd.
San Diego, CA 92121. Distribuidor cymit Quimica S.L.

NucleoSpin® RNA kit de extraccion de
Macherey - Nagel

Monterrey, Nuevo Ledn: Contral Técnico y Representaciones (CTR),
S.A.de C.V.
Av. Lincoln 3410 Col. Mitras Norte Monterrey, N.L. C.P. 64320

Set de DNasa para purificacion de RNA

Insurgentes Sur 2453 — 801. Colonia Tizapan San Angel. C.P.
01090, Cd México

GoTag® 1-Step RT-gPCR System de
Promega

Promega. Distribuidor en México. Calle Cuitlahuac #46, Col.
Anahuac. Del. Miguel Hidalgo CDMx, C.P. 11320

Primers de genes de expresion de
transportadores de uratos y de genes de

inflamacion, disefiados por equipo de trabajo

ly fabricados por SIGMA

Merck KGaA, Darmstadt, Alemania y afiliados.

Sigma-Aldrich Toluca, México

7.8 Toma de muestra

Para la toma de muestra se les solicitd a los participantes presentarse con un ayuno

de 6 a 8 h en el laboratorio de enfermedades neuromusculares de la Torre de

Investigacion del INR.
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Se tomaron en total, 18 ml de sangre periférica por cada paciente o control, utilizando
el sistema cerrado BD Vacutainer, consiste en una aguja de doble punta estéril -
desechable, un soporte Vacutainer y el tubo adecuado para la muestra. Se utilizaron
6 mL de sangre periférica en un tubo con gel separador de Becton Dickinson para la
evaluacion de parametros bioquimicos y 12 mL (divididos en dos tubos) en tubos con

EDTA para el aislamiento de células mononucleares para la extraccion de ADN y ARN.

7.9 Historia clinica de pacientes y controles

Los datos clinicos de los voluntarios se obtuvieron a través de un cuestionario
clinico que incluye los siguientes parametros: nacionalidad, edad, peso, estatura,
presencia de comorbilidades como diabetes, enfermedad renal, sindrome metabdlico
e hipertension; se preguntoé si los voluntarios tienen antecedentes familiares de gota.
Ademas, se cuestion6 acerca de su estilo de vida, si los voluntarios fuman y con qué
frecuencia; tipo de actividad fisica que realizan y cuantas horas a la semana practican
alguna actividad; consumo de alcohol, qué tipo de bebida, con qué frecuencia y
cantidad de consumo a la semana; dieta hiperproteica a la semana. Por ultimo, se les
preguntd si actualmente estaban bajo un tratamiento para controlar alguna
comorbilidad en particular.

Adicional a estas preguntas a los pacientes se les cuestioné acerca de las
caracteristicas clinicas de su enfermedad como el tiempo transcurrido desde el primer
ataque agudo, la fecha del ultimo ataque agudo; la presencia de tofos, el numero de
tofos y localizacién; cual fue su primera articulacion afectada y cual la ultima, ademas
de que tratamiento fue utilizado para el ataque agudo de gota y si siguen algun

tratamiento actual.

7.10 Determinacion de parametros bioquimicos

Para la determinacion de los parametros bioquimicos en suero, se tomaron 6 ml de
sangre periférica en un tubo con gel separador de tapa amarilla, se centrifugaron por
686 x g durante 10 minutos. Una vez centrifugado, se separo el suero en volumenes

de 500 pl para las diversas pruebas.
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La quimica sanguinea de 6 elementos se realizd en el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INNSZ) y los parametros clinicos
analizados son: acido urico, glucosa, triglicéridos, HDL, LDL y creatinina. La
determinacion de los elementos quimicos se realizé con un equipo UniCel DxC 600,

Synchron Clinical System. La PCR se determiné en el laboratorio central del INR.

7.11 Separacién células mononucleares (MN) enriquecidas en monocitos de
sangre periférica.

Para el aislamiento de las células mononucleares de sangre periférica de los
pacientes y controles se probaron dos métodos de separacion por gradiente de
densidad, Polymorphprep™ 'y Ficoll.

El aislamiento de las células MN de sangre periférica de pacientes con gota y
controles, se realizd con la técnica de gradiente de densidad por Polymorphprep™. De
uno de los tubos con EDTA. Se tomaron 5 ml de sangre y se colocaron sobre la misma
cantidad de Polymorphprep™. en un tubo Falcon de 15 ml para centrifugar durante 35
minutos a 480 x g y a 20°C. Después de la centrifugacion se pueden observar dos
bandas que presentan las dos poblaciones celulares, en la banda superior las MN y
debajo de ella el concentrado de células PMN. Las bandas celulares formadas se
separan en diferentes tubos eppendorf de1.5 mL, se resuspenden en un volumen de
300ul de PBS y se centrifugan a 151 x g por 5 min, para posteriormente dividirla para
la extraccidon de ADN gendmico, ARN total y la caracterizacion de las poblaciones
celulares por citometria de flujo.

La separacion células mononucleares, también se realizé por medio de un
gradiente de densidad por Ficoll 1.077. Se tomaron 5 mL de sangre total, para realizar
una dilucién 1:4 en solucion salina, se adicionaron 3 ml Ficoll en el fondo de tubos
conicos de 15 mL. Los tubos con la sangre diluida se centrifugaron a 151 x g (sin freno)
por 30 minutos a temperatura ambiente. Se obtuvo el anillo de células blancas de la
interfase formada, la cual se transfirid a tubos eppendorf limpios, se centrifugaron 151
X g por 5 minutos y descarta el sobrenadante. El precipitado se resuspendié en el

volumen remanente y se adicionaron 300 pul de PBS, para dividirlo para los protocolos
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de extraccion de DNA y RNA.
Con la finalidad de obtener tanto células mononucleares (MN) como

polimorfonucleares (PMN) se decidié que el primer método seria el empleado.

7.12 Caracterizacién de poblaciones celulares por citometria de flujo

A través del analisis de citometria de flujo con el sistema Scalibur de BD se
comprobd la separacidon correcta de las poblaciones celulares obtenidas y el
porcentaje de neutrofilos y monocitos en cada una de ellas. Para la caracterizacion
celular, se toma una muestra representativa de aproximadamente 100,000 células y
se realiza el marcaje de anticuerpos BIOLEGEND para la identificacion de cada tipo
celular, para monocitos fue CD14-FITCs, para neutrofilos CD177-APC, CD66b-PEz7,
CD15-PerCP, CD16-AF.488 y para linfocitos CD45-PE, cuidando que la longitud de

onda para la emision y la excitacion no interfiriera entre cada marcaje (Tabla 5).

Tabla 5. Anticuerpos acoplados a fluoré6foros utilizados para la caracterizacion
por citometria de flujo

Célula Ab Fluoréforo Canal Ex Em

Neutréfilos CD16 Alexa 488 FL1 492 517
Alexa 647 | FL4 650 671

CD15 PerCP FL3 480 677

APC FL4 651 662

CDheéb @ PE FL2 570 578

CD177 | APC FL4 651 662

Monocitos CD14 FITC FL1 496 518
APC FL4 651 662

Eosinéfilos CD193 FITC FL1 496 518
Linfocitos CD45 PE FL2 570 578

Para el marcaje de inmunofluorescencia de citometria, las células previamente
separadas se centrifugaron a 151 x g por 5 min, se retir6 el sobrenadante y se
resuspendié en 350 ul de PBS; volumen que se dividié para hacer las tinciones
especificas. Para hacer el marcaje celular, se utilizaron 2 ul de Ab especificos (ver
Tabla 5) para monocitos, neutrdfilos o linfocitos para un volumen de 40ul de células,

ademas de hacer una tincion con todas las marcas y un tubo sin tincion para utilizarlos
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como controles. Se dejan incubar por 15 minutos a T ambiente y sin luz, para después
centrifugar a 151 x g por 5 min. Se retira el sobrenadante y se lavan las células con 50
ul de PBS, para ser centrifugadas por 3 minutos a 151 x g. Se retira el sobrenadante y
se fijan con 50 ul PFA al 3%. Las preparaciones se incuban por 24 h y no mas de 48
h a 4°C y protegidas de la luz para su posterior analisis con el citdmetro de Flujo

FACScalibur de Becton Dickinson (30000 eventos por condicion).

7.13 Extraccién de ARN

La extracciéon de ARN total de las células MN se realiz6 utilizando método de
NucleoSpin de Nagel. El primer paso es hacer la lisis celular, adicionando 350 uly 3.5
Ml de B-mercaptoetanol en un tubo eppendorf de 1.5 mL a las células separadas
previamente; se homogenizan. Para eliminar los componentes celulares se realiza el
filtrado celular, al mismo tiempo que se asegura la union del RNA a la columna, para
este paso, a la lisis celular obtenida se le adicionan 350 ul de etanol al 70%, se
homogeniza y se deja incubar por 10 minutos a -20°C para asegurar la precipitacion
del RNA. Terminado el tiempo de incubacion el volumen se transfiere a la columna
azul NucleoSpin RNA y se centrifuga por 2 minutos x 12,000 g, por ultimo, se descarta
el sobrenadante. El siguiente paso es preparar la membrana para la digestion del DNA,
en este parte se adicionan 350 ul de amortiguador MD a la columna y se centrifuga por
2 minutos a 12,000 x g. Para eliminar el DNA, al centro de la columna se adicionan 1
pI de DNasa Qiagen, 30 pl de H20 y 3.4 pl de amortiguador de reaccion Qiagen; se
dejan incubar por 15 minutos a temperatura ambiente. Posterior a ello, se hace un
primer lavado con 200 ul de amortiguador RAW?2 y se centrifuga por 2 minutos a 12,000
X g; se descarta el sobrenadante. El segundo lavado se realiza con 600 ul de RA3 y se
centrifuga a las mismas condiciones. El ultimo lavado, se realiza con 250 upl
amortiguador RA3, centrifugando a 2 minutos x 12,000 g. Para la elucion del RNA, se
transfiere la columna a un tubo nuevo de 1.5 mL y al centro de ésta se le adicionan de
40 — 50 pl de agua libre de RNasas, centrifugando a 14,000 x g por 1 minuto; para
asegurar que todo el volumen haya descendido se da una ultima centrifugacion a las

mismas condiciones sin adicionar un volumen extra.
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La integridad del ARN se evalu6 por medio de geles de agarosa al 1.5%. La
cuantificacion se llevd acabo utilizando un NanoDrop Lite Thermo Fisher Scientific.
Con ambos datos, se decidid que muestras y la cantidad necesaria para los ensayos
de qRT-PCR.

7.14 RT-qPCR en tiempo real para ensayos de expresion

El ARN total de las células MN de los voluntarios se amplific6 mediante qRT-PCR
utilizando el kit GoTaq® 1-Step RT-qgPCR System real (Promega) y el equipo Rotor
Gene Q de Qiagen. La ventaja de utilizar el kit GoTaq, es que se caracteriza por ser
un método de un sélo paso ya que realiza la conversion de ARN a cDNA en la misma
reaccion que se utiliza para la amplificacion por gRTPCR.

Para la RT-PCR, el volumen total por reaccion fue de 20 pl por tubo, considerando
3 ul de muestra de RNA con una concentracion de 150 ng/ul — 200 ng/ul, 13.5 de
master mix (Kit GoTaq®) y 3.5 ul de la mezcla de oligos (Forward y Reverse) con una
dilucién de 1:100 del stock concentrado. Por cada corrida se incluyeron controles
negativos, los NTC (No Template Control, por sus siglas en inglés) para asegurar que
no existiera contaminacion en los reactivos y un RTC (Reverse Transcription Control,
por sus siglas en inglés) con la finalidad de ver contaminacion de DNA en la muestra.
Con la finalidad de verificar la amplificacion de los productos de PCR, estos se

analizaron en geles de agarosa al 1.5%.
Las condiciones utilizadas en el Rotor Gene Q para la RT-gPCR se describen en la

Tabla 6. Estas condiciones fueron estandarizadas respecto a la Tm de los oligos

especificos (Tabla 7).
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Tabla 6.Condiciones utilizadas para la RT-gPCR por GoTaq® 1-Step RT-gPCR
System real en Rotor Gene Q

Fase No. De Ciclos | Condiciones
Transcripcién reversa 1 37°C por 15 minutos
Activacion de Taq Polimerasa 1 95°C por 10 minutos
Ciclos de PCR 45
A) Desnaturalizacion 95°C por 10 s
B) Alineamiento 62°C por 10 s
C) Extension 72°Cpor10s
Melting 1 60°C a 95°C

Con incremento de 1°C

Tabla 7.Secuencia de oligos utilizados para qRT-PCR

Gen Orientacion Secuencia (5’-3’) Longitud (pb)| Tm (°C)
GAPDH Forward GTATGACAACGAATTTGGCTACAG 24 63.4
Reverse GTCTCTCTCTTCCTCTTGTGCTCT 24 63.3
SLC22A12 Forward TGGTGCTAACCTGGAGCTACC 21 65.3
Reverse TGTTCATCATGACGCCTGC 19 66.2
ABCG2 Forward TCTCTTCTTCCTGACGACCAA 21 63.9
Reverse AAACCACACTCTGACCTGCTG 21 64.3
SLC2A9 Forward CTGTCTGGGTCGGACACTCG 20 68.4
Reverse CTTGCGTTCCTTCCGGGTTG 20 70.8
SLC22A3 Forward ATCCCGGGCACACATTCCAT 20 70.6
Reverse GTTGGAGCAGCCCTGGAGAA 20 68.9
ALPK1 Forward CGGCACAGTCTGGTCCTTTG 20 68.1
Reverse CAGAAGCAGCGGTCTCCTGA 20 68.1
TLRA Forward TGAGCAGTCGTGCTGGTATC 20 64.2
Reverse CAGGGCTTTTCTGAGTCGTC 20 64.2
IL1B Forward GGCCATCAGCTTCAAAGAAC 20 59
Reverse GAGCTCGCCAGTGAAATGAT 20 60

Los resultados de los ensayos de expresion génica se analizaron por el método ACT
y AACT, utilizando al gen normalizador GAPDH para comparar la expresion de los
genes de transportadores de uratos y genes de inflamacion en los grupos de estudio.
Estos resultados de expresiéon se relacionaron con los parametros clinicos como los

niveles de acido urico, triglicéridos, peso.

7.15 Anéalisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS (Version IBM

22 para Windows, SPSS, Inc., Chicago, IL, EU). Se comprobd la normalidad de los
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datos con la prueba de Shapiro Wilk, tomando la normalidad arriba de p>0.05. Los
datos normales se analizaron con la prueba t de student siendo significativa con un
valor de p*<0.05 y la prueba U Mann Whitney se utilizé para los datos no normales,
significativa cuando p*<0.05 o p<*0.01, estas pruebas son exclusivas para 2 grupos
independientes. Para hacer un analisis de mas de 3 grupos independientes, se realizé
una prueba de ANOVA con correccidon de Bonferroni para aquellos grupos que
cumplieran con la homogeneidad de varianzas y en caso contrario, la correcciéon
utilizada fue la de Games Howell, en ambos casos se tomaron los valores como
significativos cuando se cumpliera un valor de p<0.05 o p<0.01. Los datos se expresan
en graficas de barras que representan la media y el error estandar (e.e.m).

Las correlaciones entre los datos clinicos, historia clinica y niveles de expresién de
los pacientes y en la poblacion total evaluado, se realizaron con la prueba Rho de
Spearman debido a que los datos son no normales. Los valores son significativos

p<0.05 o p<0.01. Las pruebas estadisticas se encuentran en la seccion de anexos.
El analisis del poder estadistico obtenido en las pruebas de expresion y el tamafio

de muestra necesario se calculé utilizando el programa G*Power: Statistical Power

Analyses.
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8. Resultados

8.1 Caracteristicas clinicas de pacientes y controles

Se incluyeron datos clinicos de 24 pacientes con gota inter-critica y 26 controles
aparentemente sanos: 100% hombres, con una media de edad de 45.65 £ 2.62 anos
y 33.36 + 2.09 arios, respectivamente. Acorde al calculo de IMC (peso/estatura?), los
pacientes tienen niveles de IMC mas altos que los controles; quince (57.7%) controles
presentan normopeso a comparacion de tres (13.6%) pacientes; once (42.3%)
controles se encuentra en sobrepeso al igual que once (50%) de los pacientes; cero
(0%) controles presentan obesidad debido a que fue un criterio de eliminacion para

este grupo de estudio, pero ocho (36.4%) pacientes si presentaron obesidad.

Se pudo determinar que el 30.4% pacientes padecen de hipertension y el 13%
presenta enfermedad renal en contraste con el 0% de los controles para ambas
condiciones. Respecto al estilo de vida el 11.5% controles respondieron que eran
fumadores activos contra 26.1% pacientes; al cuestionarlos sobre su consumo de

alcohol 46.2% controles consumen alcohol y el 36.4% de los pacientes lo hace.

En cuanto a los antecedentes de gota en la familia, solo un 3.8% de los controles
menciono que algun familiar directo habia presentado gota, en comparacion del 43.5%
de los pacientes que tienen antecedentes de gota. Por ultimo, solo el 19% de los
pacientes inter-criticos tienen evidencia de tofos y el 52.9% de los pacientes
presentaron un ataque de gota agudo en los ultimos 6 meses. En la siguiente tabla, se
muestran las caracteristicas clinicas resumidas y en la tabla 1S de la seccion de

anexos se presentan los datos estadisticos.

72



Tabla 8. Caracteristicas clinicas de pacientes y controles.

CONTROLES PACIENTES
N=26 N=24
n n

Edad, afios (Media = EEM) 26 33.36 + 2.09 24 | 4565 + 2.62*
Normopeso (%) 15 57.7% 3 13.6%*
Sobrepeso (%) 11 42.3% 11 50.0%
Obesidad (%) 0 0.0% 8 36.4%*
Hipertension (%) 0.0% / 30.4%*
Presencia de tofos (%) 26 N.A 21
Si 4 19.0%
No 17 81.0%
Tiempo del Gltimo ataque, meses (%) 26 N.A 17

<6 meses Ultimo ataque 9 52.9%

> 6 meses Ultimo ataque 8 47 1%
Enfermedad renal (%) 26 23
Si 0 0.0% 3 13.0%
No 26 100.0% 20 87.0%
Consumo de alcohol (%) 26
Si 12 46.2% 8 36.4%
No 14 53.8% 14 63.6%
Tabaquismo (%) 26 23

Fumador 3 11.5% 6 26.1%

No fumador 21 80.8% 13 56.5%

Ex fumador 2 7.7% 4 17.4%
Antecedentes de gota en la familia (%) 26 23
Si 1 3.8% 10 43.5% *
No 25 96% 13 56.5%

Los valores representan la media + EEM o porcentaje. Prueba ANOVA de 1 factor con
correccion de Bonferroni. * Diferencias significativas p<0.01. EEM; error estandar de la media.

En el momento de la toma de muestra 14 de los 24 pacientes evaluados indicaron que
estaban bajo un tratamiento médico. El 18.8 % de los pacientes tomaba alopurinol, el
12.5% y el 6.3% tomaba alopurinol en conjunto con un antihipertensivo o colchicina,
respectivamente. Sélo el 6.3% recibe tratamiento para tratar dislipidemias e

hipertension, 12.5% de los pacientes siguen con un tratamiento que involucra
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antiinflamatorios y 3 pacientes mencionaron que actualmente

farmaco.

8.2 Determinacion de los parametros bioquimicos en

controles

Tabla 9.Tratamiento de los pacientes.

no toman ningun

Tratamiento 16
Alopurinol 3 18.8%
Alopurinol + colchicina 2 12.5%
Alopurinol + antihipertensivo 1 6.3%
Colchicina 1 6.3%
Anti-hipertensivo 2 12.5%
Anti-hipertensivo + dislipidémico 1 6.3%
Antl-hlpertenswo ,+.d|sI|p|dem|co + 1 6.3%

diurético

Anti- inflamatorios 2 12.5%
Sin tratamiento 3 18.8%

sueros de pacientes y

Se realizé la determinacidn en suero de acido urico, glucosa, colesterol, triglicéridos,

HDL, LDL, creatinina y PCR en todos los voluntarios para conocer su estado clinico al

momento de la toma de muestra. En la tabla 10, se reportan los valores de estas

determinaciones como media + EEM (error estandar de la media). La media de los

niveles de AU en los controles fue de 5.68 + 0.20 mg/dL y en los pacientes la media
fue de 8.22 £ 0.38 mg/dL.
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Tabla 10.Parametros bioquimicos de pacientes y controles.

CONTROLES PACIENTES
N=26 N=24
n n
A . .
cido Urico |, 568+020 | 24 | 822+038*
(mg/dL)
Glucosa
maldL) 26 | 8873+166 | 24 | 91.02+361
Colesterol | o | 19581+657 | 24 | 194.43+913
(mg/dL)
Triglicéridos |, | 4349041078 | 24 |255.53 +39.38 *
(mg/dL)
Creatinina
maldL) 26 088+002 | 24 | 1.05+0.10
HDL (mg/dL) | 25 | 4796+218 | 22 | 3732+166*
LDL (mg/dL) | 25 | 121.73+596 | 22 | 105.92+9.72
PCR(mg/lL) | 20 | 497+064 | 21 | 562+1.11

Los valores representan la media £+ EEM. Prueba t student y U Mann
Whitney, * Diferencias significativas p<0.01. EEM, error estandar de la media.

Se realiz6 un analisis de correlacion, Rho de Spearman, entre los datos clinicos de
los pacientes para determinar si existia alguna asociacion entre los parametros,
*p<0.05 y **p<0.01. Los resultados se presentan en la tabla 11. Las correlaciones
positivas obtenidas fueron entre los niveles de glucosa — edad, niveles de colesterol -
LDL, niveles de creatinina — enfermedad renal e hipertension con PCR y edad. Las
correlaciones negativas fueron entre los niveles de &cido urico e hipertension,
triglicéridos — LDL, HDL con niveles de PCR. Ademas, también se analizé el analisis
de correlaciéon para la poblacion total evaluada en el estudio (Anexo tabla 2S), para

determinar la relaciéon de los datos clinicos.
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Correlaciones
MesesUmmo |
Obesidad Ataque AcidoUrico | Glucosa | Colesterol | Triglicéridos | Creatinina HDL LOL PCR Edad EnfRenal | Hipertension
Rho de Spearman  Obesidad Coeficiente de

comalacién 1.000 i 159 326 210 098 -.079 -263 -037 168 163 -059 -192

Sig. (bilateral) 618 479 139 348 665 726 263 877 491 AT0 799 403

N 22 17 22 22 22 22 22 20 20 19 22 21 2
MesesUltimoAtaque  Coeficiente de

comelacién AN 1.000 054 -172 -257 054 - 246 -355 -163 22 225 265 an

Sig. (bilateral) 618 . 833 496 303 833 325 177 547 429 368 304 225

N 17 18 18 18 18 18 18 16 16 15 18 17 17
AcidoUri Coeficients de .
Ackiotlice e 159 054 1000 | 233 -014 195 168 | -085 | -2r9 | w075 | -3 | -o18 456

Sig. (bilateral) AT79 833 . 273 948 361 445 07 .209 145 108 930 .029

N 22 18 24 24 24 24 24 22 22 2 24 23 1&
Glucosa Coeficiente de .

comalacisn 326 =172 233 1.000 231 12 =391 139 -012 =022 477 =185 -078

Slg. (bilateral) 139 496 273 . 218 603 059 531 958 925 018 an 722

N 22 18 24 24 24 24 24 22 22 27 24 23 23
= Cacfiaiom y

cormlacidn o 210 -.257 -014 2 1.000 306 -.258 105 A58 -023 353 -370 -107

Sig. (bilateral) 348 303 948 278 146 224 B41 032 922 091 082 827

N 22 18 24 24 24 24 24 22 22 il 24 23 23
Triglicéridos Coeficiente de -

conelacisn 098 054 195 12 306 1.000 -188 053 - 558 =141 =113 -127 - 456

Sig. (bilateral) 665 833 361 603 146 . 379 813 007 542 508 565 029

N 22 18 24 24 24 24 24 22 22 21 24 23 23
Creatinina Coeficiente de .

correlacin -079 246 164 -391 1258 -188 1.000 232 - 151 357 -039 477 207

Slg. (bilateral) 126 A25 445 059 224 379 . 298 503 112 856 01 344

N 22 18 24 24 24 24 24 22 22 21 24 23 23
HDL Coeficienta de .

comalacisn 263 -.355 -.085 138 105 053 -232 1.000 085 -509 025 -.056 =017

Sig. (bilateral) 263 AT q07 537 a4 813 298 3 706 022 a2 808 843

N 20 16 2 22 22 22 2 22 2 20 22 1 Fil
LDL Coeficients de . =

comalacidn -037 -163 -279 -012 458 -558 =151 085 1.000 =13 39 -.258 242

Sig. (bilateral) 877 547 .209 .58 032 007 503 708 582 072 .258 291

N 20 16 22 22 22 22 22 22 22 20 22 21 21
B rsodocyades 168 an | -ors | cem | o 441 as7 | ws06 | a3 | re00 | 2s0 | 207 n

Sig. (bilateral) 481 429 745 825 922 542 112 022 .582 . 219 382 039

N 19 15 1 Pi) 21 21 4l 20 20 il 2 20 20
Eday cc::glc;::g: de 163 225 -.336 477 353 -113 -039 025 mn 280 1.000 -029 Ty

Sig. (bilateral) 470 369 108 018 091 508 856 912 072 219 895 032

N 2 18 24 24 24 24 24 22 22 i) 24 23 23

Cosficlenis de .

conalacién -.059 265 -019 -198 =370 -127 477 -.056 -.259 207 -029 1.000 305

Sig. (bilateral) 789 304 930 373 082 565 021 808 258 382 885 ; As7

N il 17 23 23 23 23 23 Fil 21 20 23 23 23
Hipenension Coeficiente de . . -

corralacién -182 an - 456 -078 107 - 456 207 -017 242 464 449 305 1.000

Sig. (bilateral) 403 225 029 122 627 029 344 943 29 039 032 157

N il 17 23 23 23 23 23 21 21 20 23 23 23

*.La correlacion es significativa en al nivel 0,05 {2 colas).
**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (2 colas).
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8.3 Aislamiento y caracterizacion de poblaciones celulares separadas por
gradiente de densidad.

Se realizo el aislamiento de las células PMN y MN utilizando el gradiente de
polymorphprep. En la grafica 1, un dot-plot obtenido por citometria de flujo, se presenta
la comparacién de las poblaciones obtenidas por ambas técnicas. Es importante
mencionar que las células polimorfonucleares también se evaluaran a nivel de
expresion de los mismos genes y se compararan con las mononucleares como parte

de un proyecto mas grande que incluye el estudio epigenético de los mismos genes.
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Grafica 1. Analisis de las poblaciones celulares separadas por gradiente de densidad a partir de sangre
periférica. Se observa la luz detectada por SSC vs FSC para ubicar a PMN y MN por citometria de flujo.
En la zona R3 se selecciona la poblacion de PMN y en R1 a los MN. En A se observan los 4 cuadrantes
para dar el porcentaje de células aisladas por el reactivo Polymorphprep™y en B aquellas separadas
con el reactivo Ficoll.

Posterior a la separacion celular por gradiente de polymorphprep se hizo el analisis
por citometria de flujo con el fin de conocer el porcentaje de las células mononucleares,
polimorfonucleares obtenidas. Se utilizé un marcaje especifico con anticuerpos para la
cada poblacién celular, para marcar monocitos se utilizé el CD14, los neutrdfilos se
marcaron con CD66b y los linfocitos con CD45. En las graficas 2A 'y 2C, corresponden
a la poblacién de PMN en donde observamos un 65.3% de marca CD66B+ para

neutrofilos y solo alrededor del 3% de CD14+, contrario a lo que se observa en las
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graficas 15B y 15D, en donde el porcentaje de células MN es mayor (49.9%) de CD14+
contra un 2.2% de marca para neutrofilos. Los resultados nos indican que con la
separacion por gradiente de 1.113 g/mL se obtiene una cantidad de células suficiente

para todos los ensayos posteriores de expresion geénica.

La caracterizacion con anticuerpos de los tipos celulares presentes en las
poblaciones aisladas de células mononucleares y polimorfonucleares obtenidas
analizadas por citometria mostraron proporciones similares de monocitos y neutrofilos
(40 — 60% PMN) obtenidas con este mismo gradiente y como informa el fabricante.

0.6% PMN 12.8% liﬁ% MN 49.9%

=)

PMN
MN

FL1-CD14
102

FL1-CD14
10

. 10° 10° (M
21.3% FL2-CDBEB 65.3% 333%
m _2% 8% 51.6% 383%

T0¢ d 10 [
10.1% FL1-CD4S 0.1%
1.9%

Grafica 2. Caracterizacién de leucocitos separados con gradiente (Polymorphprep™). A-B, Se indica el
porcentaje de células en cada cuadrante positivas + o dobles positivas ++ para CD14, CD66b y/o
CD14/CD66b. C-D, Se indica el porcentaje de células en cada cuadrante positivas + o dobles positivas
++ para CD14, CD45 y/o CD14/CD45.
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8.4 Andlisis de expresion relativa de genes de inflamacion en pacientes con gota
inter-critica y controles sin gota ni hiperuricemia, en células mononucleares

El analisis comparativo de expresion de los genes TLR4, IL1B3 y ALPK1 respecto
al GAPDH entre pacientes con gota inter-critica y controles mediante el método AACT
se presenta en la Grafica 3. Los resultados fueron significativos para la expresion de
ALPK1 entre pacientes y controles. En la seccion de Il de anexos se presentan las

pruebas estadisticas de expresion.
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Grafica 3. Analisis de la expresion de TLR4, IL1p y ALPK1 en las células MN. La media de expresion
relativa (normalizada con respecto a GAPDH y controles). Los datos estan expresados como media *
EEM. Analisis realizado con el método de AACT, *p<0.05. EEM, error estandar muestral.

8.4.1 Expresion de ALPK1 en pacientes y controles

La proteina ALPK1 se ha asociado recientemente a los episodios de inflamacion en
gota aguda. Se comparo la expresion de ALPK1 entre los pacientes con gota inter-
critica y controles con los niveles de acido urico. Los resultados no fueron significativos
(Gréafica 4).
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Grafica 4. Analisis de expresion de ALPK1 respecto a los niveles de acido urico, entre los pacientes y
controles con valores normales y altos de AU. Los datos estan expresados como media £+ EEM. Prueba
de ANOVA, con correccion de Bonferroni. EEM, error estandar muestral.

Se analizé la expresiéon de ALPK1 con el peso de los voluntarios que participaron
en el estudio (pacientes y controles), ver Grafica 5. Los resultados fueron significativos
entre la expresion de las personas con normopeso Yy la obesidad; se encontré una
correlacién positiva entre los niveles de expresion de ALPK1 y el peso. También se
analizé la relacion de la expresion de ALPK1 con los niveles PCR en los grupos de
estudio (Anexo, grafica 1S), aunque la media de los niveles de PCR fue mas alta en
los pacientes (4.24 mg/L) que los controles (3.24 mg/L) evaluados, no se encontré una

correlacion entre las variables.
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Grafica 5. Expresién de ALPK1 entre los voluntarios y su peso. Los voluntarios son pacientes y controles
con normopeso, sobrepeso y obesidad. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba de
ANOVA, con correccion de Games Howell, *, p<0.05. EEM, error estandar muestral.
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Tabla 12. Correlacion de peso y expresion de ALPK1

Correlaciones

ClasALPK1p | EXPALPKIp

Rho de Spearman  ClasALPK1p  Coeficiente de .
correlacian 1.000 429

Sig. (hilateral) . 046

I 22 22

EXPALPKIp Coeficiente de .

correlacian 429 1.000

Sig. (bilateral) 046 _

[+l 22 22

* La correlacidn es significativa en el nivel 0,05 (2 colas).

Correlacién entre el peso y la expresion de ALPK1 en los voluntarios del estudio. ClasALPK1,
clasificacion del peso (normopeso, sobrepeso y obesidad); EXPALPK1p, niveles de expresion de
ALPK?1. *Significativa en 0.05 (2 colas) con Rho de Spearman.

8.4.2 Andlisis de la expresion de TLR4 en pacientes y controles.

El receptor TLR4 ayuda al reconocimiento de los CUMs en el ataque agudo de gota

y en los ultimos afios se ha propuesto que el AU en su forma soluble podria inducir su

activacion. Se comparé la expresion de TLR4 en células MN de pacientes en etapa

inter-critica de gota con normouricemia e HU, y con controles normouricemicos. No se

encontré una diferencia significativa entre la expresidon de este receptor y los niveles

de AU sérico en pacientes y controles (Grafica 6), sin embargo, se observa una

tendencia de mayor expresion de TLR4 cuando los niveles de AU son mas altos.
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Grafica 6. Analisis de la expresion de TLR4 y los niveles de acido urico.

Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de Bonferroni. EEM,
error estandar muestral.

La expresion de TLR4 se compard con parametros clinicos de los pacientes y
controles, como con los niveles de triglicéridos, los resultados fueron no significativos
entre las comparaciones ni en las correlaciones (Anexo, grafica 2S). También se
analizo la relacion entre el peso (normopeso, sobrepeso y obesidad) y la expresién de
TLR4 en los voluntarios del estudio. No se encontraron diferencias significativas entre
los grupos. A continuacion, se presentan las graficas de la expresion de TLR4

comparada contra el peso.

0.250

0.200

0.150 A

0.100 A

0.050 A

Expresion relativa TLR4/GAPDH

0.000

Personas con normopeso Personas con sobrepeso Personas con obesidad

14 9 2

Grafica 7. Analisis de expresion de TLR4 en voluntarios del estudio, clasificados acorde a su peso. Los
datos estan expresados como media + EEM. Prueba Prueba U-Mann Withney. EEM, error estandar
muestral.
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8.4.3 Analisis de la expresion de IL1B en pacientes y controles.

La IL1pB, es una de las citocinas caracteristicas de los ataques agudos de gota ya que
favorece al reclutamiento de neutréfilos en el sitio de inflamacién y la sintesis de otras
citocinas para mantener el estado inflamatorio. La expresion de IL13 se compard con
los niveles de acido urico y otros parametros clinicos de los pacientes inter-criticos y
controles. En las siguientes gréaficas se presentan los resultados de cada algunas de
las comparaciones. La primera relacién estudiada fue la de los niveles de expresion
de IL1p respecto a los niveles de normouricemia e HU de los pacientes y controles.

Los resultados no fueron significativos entre los grupos (Grafica 8).
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Grafica 8.Analisis de la expresion de IL1p y los niveles de acido urico de pacientes y controles. Los
datos estan expresados como media £+ EEM. Prueba ANOVA con correccion de Games Howeel. EEM,
error estandar muestral.

Se analiz6 la expresion de IL1B y el peso (nomorpeso, sobrepeso y obesidad) de
todos los participantes del estudio. Los resultados se presentan en la Grafica 9, no se
encontraron diferencias significativas, ni una correlacion entre la expresién de los

voluntarios.
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Grafica 9.Analisis de expresion de I1LB en voluntarios del estudio, clasificados acorde a peso. Los datos
estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de Bonferroni. EEM, error
estandar muestral.
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8.5 Andlisis de expresion de transportadores de uratos en pacientes y controles

El analisis comparativo de expresion de los genes SLC22A12 (URAT1), SLC2A9
(GLUT9), ABCG2 (ABCG2) y SLC22A3 (OCT3) respecto al GAPDH entre pacientes
con gota inter-critica y controles mediante el método AACT se presenta en la Grafica
10. Los resultados revelaron diferencias significativas en la expresion de ABCG2 entre
pacientes y controles. En la seccion de Il de anexos se presentan las pruebas

estadisticas de expresion.
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Grafica 10. Andlisis de la expresion de los genes de transportadores de uratos SLC22A12, SLC2A9,
ABCG2 y SLC22A3 en las células MN. Los datos estan expresados como media £+ EEM. Andlisis
realizado con el método de AACT, *p<0.05

8.5.1 Andlisis de expresion de ABCG2 (ABCG2)

La expresion del transportador de uratos ABCG2 se compard con los niveles de
acido urico por debajo del limite de referencia y por arriba de éste, en los grupos de
estudio. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos.
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Grafica 11. Comparacion de la expresion relativa de ABCG2 vy los niveles acido Urico en pacientes y
controles. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de
Bonferroni, p<0.05. AU, acido urico; EEM, error estandar muestral.

La expresion de ABCG2 se compard con algunos parametros clinicos como el

colesterol, HDL, LDL vy triglicéridos, los resultados no fueron significativos entre

pacientes y controles (Anexos, grafica 3S-5S). En la gréfica siguiente se presenta el

analisis de expresion entre ABCG2 y los niveles de triglicéridos.
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Grafica 12. Analisis de la expresion relativa de ABCG2 en pacientes y controles con respecto a sus
niveles de triglicéridos. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion
de Bonferroni, p<0.05. EEM, error estandar muestral.

86



Por ultimo, la expresion de ABCG2 también se comparé con el peso (normopeso,
sobrepeso y obesidad) de los participantes del estudio. No se encontraron diferencias

significativas en los resultados (Grafica 13).
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Grafica 13.Analisis de expresion relativa de ABCG2 y el peso en los voluntarios del estudio. Los datos
estan expresados como media + EEM, p<0.05. Prueba ANOVA con correccion de Bonferroni. EEM,
error estandar muestral.

Se analizé la relacién entre expresion de ALPK1 y ABCG2, los dos genes que
fueron significativamente altos en pacientes a comparacion de los controles, pero se

encontro una correlacion (Tabla 13).

Tabla 13. Correlacion entre ABCG2 y ALPK1 en MN.

Correlaciones

ExALP1 EXABCG2
Rho de Spearman  ExALP1 Coeficiente de
correlacian 1.000 270
Sig. (hilateral) . 237
! 23 21
ExABCG2  Coeficiente de
correlacian 270 1.000
Sig. (hilateral) 237 .
I 2 21

ExALPK1 expresion de ALPK1; ExXABCG2 expresion de ABCG2 en las células MN.
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8.5.2 Andlisis de expresion de SLC22A12 (URAT1)

Se analizé la relacion de la expresion del transportador URAT1 y los niveles de
AU (normouricemia e hiperuricemia) de pacientes y controles en las células MN de

sangre periférica. No se encontraron diferencias significativas (Grafica 14).
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Gréfica 14.Analisis de expresion relativa de SLC22A12 y los niveles de AU en pacientes y controles.
Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de Bonferroni, p<0.05.
AU, acido urico; EEM, error estandar muestral.

La expresion del gen de URAT1 también se analizo respecto a los niveles de
triglicéridos, HDL, LDL, colesterol (Anexos grafica 7S-8S) y no se encontraron
diferencias significativas entre estos parametros clinicos en pacientes o controles. En
la grafica siguiente se presenta la expresion de SLC22A12 de pacientes y controles
con niveles normales y elevados de triglicéridos.
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Grafica 15. Analisis de expresion relativa de SLC22A12 y los niveles de triglicéridos. Los datos estan
expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de Bonferroni, p<0.05. EEM, error

estandar muestral.

Se realiz6 un analisis comparativo entre el peso de todos los voluntarios (pacientes

y controles) y los niveles de expresiéon de SLC22A12, existe una menor expresion de

URAT-1 en las personas con obesidad (todas son pacientes) sin embargo no se

encontraron diferencias significativas entre los grupos como se observa en la Grafica

16.
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Grafica 16. Analisis de expresion relativa de SLC222A12 y el peso en los voluntarios del estudio. Los
datos estan expresados como media + EEM, p<0.05. Prueba ANOVA con correcciéon de Bonferroni.
EEM, error estandar muestral.
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8.5.3 Andlisis de expresion de SLC2A9 (GLUT9)

La expresion del transportador SLC2A9 se compard con los niveles de acido urico
en pacientes con gota inter-critica y controles (Grafica 17). Los resultados no fueron
significativos.
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Grafica 17. Analisis de expresion SLC2A9 y niveles de AU en pacientes y controles. Los datos estan
expresados como media £ EEM. Prueba ANOVA con correcciéon de Bonferroni. EEM, error estandar
muestral.

Se analizé la relacion de la expresion de GLUT9 con los niveles de triglicéridos
(Gréfica 18), colesterol, HDL, LDL en ambos grupos de estudio (Anexos, graficas 9S-

11S). Los resultados no fueron significativos en ninguna de las comparaciones.
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Grafica 18. Analisis de la expresion de SLC2A9 y los niveles de triglicéridos en pacientes y controles.
Los datos estan expresados como media + EEM, p<0.05. Prueba ANOVA con correccion de Bonferroni.
EEM, error estandar muestral.

Los niveles de expresion de SLC2A9 se compararon con el peso de los
voluntarios, clasificados con normopeso, sobrepeso y obesidad. Las diferencias no
fueron significativas (Grafica 19).
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Grafica 19. Analisis de la expresion de SLC2A9 y el peso de los voluntarios del estudio.
Los datos estan expresados como media = EEM, p<005. Prueba ANOVA con correccién de Bonferroni.
EEM, error estandar muestral.
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8.5.4 Andlisis de la expresion de SLC22A3 (OCT3)

El ultimo transportador de uratos evaluado fue SLC22A3 (OCT3), al igual que en los
otros genes se compard su expresion génica con distintas condiciones clinicas de los
pacientes y controles. El primer analisis corresponde a la relacion con los niveles altos
y bajos de los grupos de estudio. No se encontraron diferencias significativas ante esta
condicion (Grafica 20)
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Grafica 20. Analisis de la expresion de SLC22A3 y los niveles de acido urico en controles y pacientes.
Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de Bonferroni. EEM,
error estandar muestral.

Se analizé la expresion de OCT3 con los parametros clinicos colesterol, HDL, LDL,
(Anexos, graficas 12S — 14S) y triglicéridos, los resultados no fueron significativos
entre pacientes y controles en ninguna de las comparaciones. En la Gréfica 21, se
presentan la comparacién de OCT3 y los niveles de triglicéridos. Por ultimo, se analizé
la expresion de SLC22A3 con respecto al peso, la expresion fue significativamente alta

en los voluntarios con sobrepeso con respecto a las personas con normopeso (Grafica
22).
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Grafica 21. Andlisis de la expresion de SLC22A3 y los niveles de triglicéridos en pacientes y controles.
Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de Bonferroni. EEM,
error estandar muestral.
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Grafica 22. Analisis de la expresion de SLC22A3 comparada con el peso de los voluntarios. Los datos
estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de Bonferroni, *p<0.05. EEM,
error estandar muestral.
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8.4 Comparacion de los parametros bioquimicos entre pacientes y controles

Se analizé la relacidn de los niveles de AU con los parametros bioquimicos
medidos, con el objetivo de conocer si estos valores se encontraban alterados en el
estado inter-critico y su relacion con la enfermedad. En primer lugar, se analizo si los
pacientes que tuvieron un ataque mas reciente a la toma de muestra tienen niveles
mas altos de AU con respecto a los que tienen mas de 6 meses después de su ultimo
ataque. Los resultados indican que no hay diferencia significativa entre los niveles de
AU de pacientes con 6 meses posteriores a su ultimo ataque con respecto a aquellos
con menos de 6 meses. Sin embargo, si se observd que, aunque ambos grupos
rebasan en limite de solubilidad del AU y de la media de los niveles de AU de los
controles, los pacientes con mas de 6 meses de sufrir un ataque de gota tienen niveles
mas bajos de AU a comparacion de los pacientes con un ataque mas reciente (Grafica
23).
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Limite de solubilidad

Promedio AU de
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Grafica 23. Niveles de acido urico en pacientes con menos de 6 meses y con mas de 6 meses de
diferencia del ultimo ataque de gota. Los datos estan expresados en media + EEM. Prueba t de student,
p<0.05. EEM, error estandar muestral.

Se compararon los niveles de PCR en los pacientes con respecto al tiempo del ultimo
ataque de gota para saber si existe posibilidad de tener un proceso inflamatorio al
momento de la toma de muestra, en la grafica siguiente se muestran los resultados,

no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Los niveles de PCR
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también se compararon con los niveles de AU, pero no se observé una relacion clara

entre ambos parametros (Graficas 24 y 25). Tampoco encontramos diferencias

significativas al comparar el peso de los voluntarios con sus niveles de PCR (Grafica

26).
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Grafica 24.Niveles de proteina C reactiva (PCR) en pacientes con menos de 6 meses y con mas de 6

meses del ultimo ataque de gota. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba U Mann

Whitney, p<0.05. EEM, error estandar muestral.
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Grafica 25. Niveles de proteina C reactiva (PCR) comparado con los niveles de acido urico en pacientes
y controles. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de
Bonferroni. EEM, p<0.05. AU, acido urico; EEM, error estandar muestral.
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Grafica 26.Comparacion de los niveles de proteina C reactiva (PCR) contra el peso de pacientes y
controles. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de
Bonferroni, p<0.05. EEM, error estandar muestral.

Se estudio la relacion entre los niveles de AU v triglicéridos, LDL, HDL y PCR en
pacientes y controles. Para compararlos se clasificaron los grupos de estudio respecto
al limite mayor de los niveles de referencia en hombres para el AU (7.2 mg/dL). El
primer analisis de AU contra triglicéridos muestra que los controles con normouricemia
presentan una media de los valores de triglicéridos por debajo del limite de referencia
(150 mg/dL) y menor a la media obtenida de los pacientes con normouricemia e HU.
Los resultados fueron significativos entre los controles y los pacientes con HU (Gréfica
27). El 75% de los pacientes presentan hipertrigliceridemia contra un 26.92% de los
controles. Los niveles de triglicéridos en los pacientes con normouricemia o HU, se
mantienen por arriba del limite de referencia, pero no existe una diferencia significativa
entre ellos, sin embargo, si hay diferencia entre los controles normouricemicos y los

pacientes hiperuricemicos ver Tabla 10.
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Grafica 27. Comparacion de los niveles de triglicéridos con los niveles de acido Urico de pacientes y
controles. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de Games
Howell, * p<0.05. AU, acido urico; EEM, error estandar muestral.

Se realizaron analisis de la relacion entre los niveles de triglicéridos y otros
parametros clinicos en pacientes y controles que fueron clasificados por la ausencia o
presencia de hipertrigliceridemia. Los resultados al comparar los niveles de triglicéridos
en controles y pacientes con su peso (normopeso, sobrepeso y obesidad) no fueron
estadisticamente significativos (Grafica 28), es importante mencionar que los controles
con normopeso Yy sobrepeso mantuvieron sus niveles de triglicéridos por debajo del
limite maximo de referencia, a diferencia de los pacientes que presentan niveles de

triglicéridos por arriba de los 150 mg/dL.
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Grafica 28. Comparacion entre los niveles de ftriglicéridos entre los pacientes y controles con
normopeso, sobrepeso y obesidad. La linea roja indica el limite maximo de triglicéridos. Los datos estan

expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de Bonferroni, p<0.05. EEM, error
estandar muestral.

Al analizar los niveles de triglicéridos y su relacion con las HDL de pacientes y
controles, se encontraron diferencias significativas entre los controles y pacientes con
triglicéridos menores a 150 mg/dL, se encontrdé que los pacientes presentan niveles
menores de HDL a comparacion de los controles, ésta misma relacion significativa se
observé entre los controles con normotrigliceridemia y los pacientes con
hipertrigliceridemia (Grafica 29).
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Gréfica 29. Niveles de HDL entre controles y pacientes normotrigliceridemicos e hipertrigliceridemicos.

Los datos estan expresados como media £+ EEM. Prueba ANOVA con correccién de Bonferroni.p *<0.05;
EEM, error estandar muestral.
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Al comparar si existia una relacion entre los niveles de LDL vy triglicéridos en
pacientes y controles. Los controles con normotrigliceridemia e hipertrigliceridemia
presentan una media de LDL por debajo de 130 mg/dL (limite de referencia), en
contraste los pacientes con normotrigliceridemia presentan niveles mas altos de LDL.
No se encontraron diferencias significativas entre los grupos, pero se encontré una

correlacién negativa entre los niveles de triglicéridos y los niveles de LDL (Grafica 30).
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Grafica 30. Niveles de LDLs en controles y pacientes con normotrigliceridemia e hipertrigliceridemia.
Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccién de Bonferroni, p<0.05.
EEM, error estandar muestral.

Los resultados para HDLs indican que entre los pacientes (37.32 mg/dL + 1.66) y
controles (47.96 mg/dL + 2.18) existen diferencias significativas entre los niveles de
HDL, siendo mas alta la concentracion en los controles. En la comparaciéon entre los
niveles de AU en los grupos de estudio y las HDL, encontramos diferencias
significativas al comparar a los controles con los pacientes con HU y nomoruricemia,
sin embargo, es importante mencionar que en ninguno de los grupos se presentaron
valores de HDL por arriba o por debajo de los limites de referencia (30 — 60 mg/dL),

ver la siguiente grafica.
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Grafica 31. Niveles de HDL en controles normouricemicos y pacientes con normouricemia e
hiperuricemia. Los datos estan expresados como media £+ EEM. Prueba ANOVA con correccion de
Bonferroni, * p<0.05 y ** p<0.01. EEM, error estandar muestral.

En algunos estudios se ha informado que en personas con obesidad mientras las

HDLs bajan, las LDL incrementan y esto se asocia al incremento del AU. Los

resultados de la comparacién entre los niveles altos y bajos (del limite mayor de

referencia) de AU con los niveles de LDL (Gréfica 32) en pacientes y controles, no

fueron significativos entre los grupos.
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Grafica 32. Niveles de LDL en controles normouricemicos y pacientes con normouricemia e
hiperuricemia. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de
Bonferroni, p<0.05. EEM, error estandar muestral.
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Se busco una relacion entre los niveles de LDL y peso (normopeso, sobrepeso y
obesidad) en los grupos de estudio. Los resultados se muestran en la grafica siguiente.

No se encontraron diferencias significativas entre el peso y LDLs.
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Grafica 33.Comparacion de niveles de LDL con respecto al peso de pacientes y controles. Los datos
estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de Bonferroni, p<0.05. EEM,
error estandar muestral.

El siguiente analisis fue la relacion entre los niveles de colesterol y LDL de
controles y pacientes (Grafica 34). Ambos grupos se clasificaron de acuerdo con el
limite de referencia del colesterol, es decir, el valor deseado de menos de 200 mg/dL
y mayor a éste. Se encontraron diferencias significativas entre los controles con
normocolesterolemia y los controles con colesterol alto. EI segundo resultado
significativo fue la comparacion de los controles con hipercolesterolemia y los
pacientes con valores normales de colesterol, mostrando que entre mas altos son los
niveles de colesterol mas altos son los valores de LDL. Ademas, se encontré una

correlacion positiva entre los niveles de ambos parametros.
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Grafica 34.Niveles de LDL en pacientes y controles con normocolesterolemia e hipercolesterolemia. Los
datos estan expresados como media £+ EEM. Prueba ANOVA con correccion de Bonferroni, * p<0.05.
EEM, error estandar muestral.

Se analizé la relacion del peso (normal, sobrepeso y obesidad, acorde al IMC) y los
niveles de AU en controles y pacientes. En el caso de los pacientes con sobrepeso y
obesidad los valores de acido urico fueron significativamente mas altos que en los
controles. En la siguiente grafica (Grafica 35) se muestran las diferencias significativas

en los controles con sobrepeso y pacientes con sobrepeso y obesidad
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Grafica 35. Niveles de acido urico en pacientes y controles con respecto a su peso. La linea roja indica
el limite maximo de referencia del acido urico. Los datos estan expresados como media + EEM.
Prueba ANOVA con correccién de Games Howell, * p<0.01. EEM, error estandar muestral.
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9. Discusion de resultados

Uno de los hallazgos mas importantes en este trabajo fue la sobre-expresion del
gen ALPK1 en los pacientes con gota inter-critica comparado con los controles,
ademas se observd el incremento significativo de la expresion de éste gen en las
personas con obesidad en comparacion con las personas con normopeso. En cuanto
a los TU, la expresion de ABCG2 se encontrd un incremento significativo en los
pacientes a diferencia de los controles, mientras que el gen SLC22A3 tuvo una
expresion mayor en las personas obesas a diferencia de las personas con normopeso.

Las determinaciones bioquimicas en suero mostraron un incremento significativo
en los niveles de acido urico vy triglicéridos en los pacientes con gota inter-critica en
comparacion a los controles sin gota. Asi mismo se encontré un incremento en el nivel

de HDLs en los controles en comparacion a los pacientes.

9.1 Expresién génica en células mononucleares de sangre periférica

Las células del microambiente inflamatorio como neutrofilos, macréfagos y
sinoviocitos locales han sido las mas estudiadas para entender los mecanismos
moleculares de la gota en modelos in vitro e in vivo 1?4, El proceso inflamatorio inducido
por los cristales de MSU se conoce bien en los anteriores tipos celulares, aunque
también células endoteliales, linfocitos, células dendriticas y condrocitos se han
utilizado. Los monocitos y macrofagos principalmente se han estimulado con cristales
de MSU in vitro, mientras que en ratones se han evaluado linfocitos y células
mononucleares principalmente. Se conoce muy poco sobre si los monocitos o células
mononucleares responden a la presencia de altos niveles de acido urico en sangre
activando vias no solo proinflamatorias si no de inducir el metabolismo de los cristales
presentes. Por este motivo se evalué si las células mononucleares de sangre periférica
de pacientes con gota en periodos inter-criticos son capaces de modificar su expresion
de genes de inflamacién y transportadores de uratos especialmente en un estado de
HU latente.
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9.2 Expresion de genes de inflamacidn en células MN de pacientes con gota inter-

critica.

Los monocitos y linfocitos de sangre periférica pueden responder a estimulos
inflamatorios activandose y expresando moléculas proinflamatorias como IL13, TGF-
B, IL8, entre otras. Las concentraciones altas de acido urico en sangre con la posterior
deposicion de sus cristales en las articulaciones activan la inflamacion innata como se
ha mencionado anteriormente, siendo las células mas estudiadas macréfagos y
neutrofilos, sin embargo el microambiente de exposicidon a cristales de acido urico
incluye a mas tipos celulares como el endotelio vascular, sinoviocitos, condrocitos,
linfocitos y monocitos que en diversos sitios pueden estarse activando y alertar sobre
cambios provocados por la desregulacion de los niveles de acido urico. Si cada una
de estas células puede responder de forma especifica al estado metabdlico alterado

de la gota nos permitira conocer parte de la progresion y evolucién de la enfermedad.

9.2.1 Expresion diferencial de ALPK1 en células MN

La proteina cinasa ALPK1 se ha relacionado recientemente al proceso inflamatorio
en gota, aun se desconoce por completo su papel en la enfermedad. Un estudio
publicado en 201183 describio una sobre expresion de ALPK1 en células de pacientes
con gota. En el mismo estudio, se demostré que al hacer un knockdown en células
THP1 y exponerlas a diversas concentraciones de CUMs se disminuye la expresion
de IL1B, TNFa e IL8, concluyendo que la participacion de ALPK1 favorece a la
inflamacion en gota y proponen un mecanismo mediante la fosforilacién sinérgica de
ERK1/2 y p38 7. Otro de los posibles mecanismos de la accion de ALPK1 en gota se
sugirié en el 2016 por Lee Chin-Pin et al 78, en modelos in vitro de células THP1
determinaron que ALPK1 participa en el transporte vesicular de TNFa mediante la
fosforilacién de la miosina IIA que es necesaria para su liberacién cuando las células
se exponen a los CUMs en los ataques de gota. Al exponer los cultivos celulares a
diferentes concentraciones de colchicina, disminuyd la expresion de miosina llA y que
en conjunto con la administracion de benzobromarona disminuia hasta un 75% de la

expresion de la proteina, sin embargo, no se afectaba la expresién de ALPK1.
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En este trabajo, se evalud la expresion génica de ALPK1 en células mononucleares
de sangre periférica, con la finalidad de saber si estas células eran capaces de
responder al estado metabdlico alterado de los pacientes que tuvieron un ataque
agudo reciente o que estén cerca de otro (periodo inter-critico); se encontré una
expresion de ALPK1 significativamente alta en los pacientes gota respecto a los
controles. En el estudio de Lee Chin-Pin, al comparar la expresion proteica de ALPK1
en células mononucleares de pacientes con gota aguda y controles, los pacientes
sobre expresaron la proteina independientemente si recibian tratamiento o no 78. Estos
hallazgos y los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que en sangre ALPK1
puede ser un gen que se activa para favorecer el estado inflamatorio de exposicion a
los cristales y al estado metabdlico alterado, aunque probablemente en rifidn o
intestino la proteina tenga un efecto mas pronunciado sin embargo aun no se ha

comprobado su papel tejido especifico.

Un estudio en modelos murinos se describié que después de la administracion de
urato de sodio no cristalizado aumento los niveles de expresion de ALPK1 en el rifidn,
sugiriendo que podria participar en la homeostasis de los niveles de AU '?5. Se ha
descrito también en cultivos de células de rindn humano que la sobreexpresion de
ALPK1 puede regular negativamente la expresion de URAT1 7® quien se encarga de
la reabsorcion de acido urico, pero no sabemos si esto sucede de la misma manera en

células de sangre periférica.

Se sabe que existe una relacién entre los bajos niveles de testosterona séricos y
procesos inflamatorios como artritis, DM, ECV y obesidad 6. En el 2015, un estudio
en células Leydig, THP1 y modelos murinos demuestra que ALPK1 disminuye la
produccion de testosterona. Se propone que hay una regulacién entre los altos niveles
de expresion ALPK1, los bajos niveles de testosterona y el incremento de citocinas
proinflamatorias '26°. Esta relacidn podria explicar porque al agrupar a los voluntarios
(pacientes y controles) acorde a su peso, se encontré una mayor expresion de ALPK1
en las personas obesidad comparadas con las personas con normopeso. Para

comprobar que existe esta relacion, seria importante medir la testosterona en suero
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de los voluntarios y correlacionarla con los niveles de expresion de ALPK1 y el peso.
Por lo tanto, ALPK1 podria ser un fuerte candidato para ser parte del sistema regulador
efector positivo de la inflamacion en los pacientes con gota y en periodos inter-criticos

donde puede haber inflamacién subclinica.

9.2.2 Expresion de TLR4 en células MN

Los periodos de inflamacion durante un ataque agudo en gota son consecuencia
del reconocimiento de los CUMS a través de receptores como TLR4 que inducen la
activacion del inflamasoma y con ello, la sintesis y liberacion de citocinas
proinflamatorias. EI AU en su forma soluble es un patrén molecular asociado a dafo

(DAMP) y se ha relacionado directamente al desarrollo de enfermedades crénicas.

Para saber si hay una relacién entre la expresion de TLR4 con los niveles de acido
urico en nuestra poblacién tanto de controles como de pacientes evaluamos la
expresion del gen de TLR4 en las células mononucleares. Los pacientes con HU
evaluados presentaron niveles mas altos de expresion de TLR4 que los controles y en
comparacion con los pacientes normouricemicos, sin embargo, no fue significativa esta
diferencia, por lo que habria que comparar en personas con ataque agudo o analizar
en polimorfonucleares o en sangre completa. En un estudio in vitro del 2015, se
observo que en células humanas de rindn (PTECs) los niveles altos de AU en su forma
no cristalizada aumentan la expresion de TLR4, NLRP3, Caspasa 1, IL1Be
ICAM1 127 _En el 2017 un estudio describid que el AU genera un ambiente hipoxico en
macrofagos humanos, induciendo la produccién de IL1B por la via de NLRP3 %6, En
ese mismo afo, Crisan et al.’8, publicaron que células mononucleares de sangre
periférica aisladas de pacientes con gota y estimuladas con AU expresaron TLR4,

TLR2y hay produccién de IL6 e IL1, proponiendo que se sigue la via de Akt—PRAS40.

La obesidad y sobrepeso son estados metabdlicos que se caracterizan por
mantener un estado inflamatorio debido a la sintesis PCR y de citocinas como IL6,
TNFa, IL1B '?°. Los acidos grasos saturados, en altas concentraciones, son

reconocidos por receptores TLR4 de macrofagos y adipocitos que activan la via de
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inflamacion de NF-kB '3°. Se ha encontrado que en células MN de sangre periférica de
personas con sobrepeso y obesidad hay un incremento en la expresion de TLR4, TLR2
y MyD88, que son claves en el proceso de inflamacion '3'. Ademas, se conoce que en
modelos animales el estimulo de TLR4 con acidos grasos libres y con triglicéridos,
activa la via de sefalizacion de este transportador 32, Aunque los pacientes tienen
mas prevalencia de sobrepeso y obesidad, no encontramos diferencias significativas

al comparar los niveles de expresion de TLR4 respecto al peso ni triglicéridos.

9.2.3 Expresion de IL1B en células MN

La citocina IL1B, es una de las citocinas clasicas producidas por monocitos y
macrofagos activados por el reconocimiento y fagocitosis de los CUMs en los ataques
agudos de gota '°'; esta citocina también favorece la sintesis de otras citocinas para
mantener el estado inflamatorio. En un estudio del 2017, realizado por Crisan et al.'?8,
se describié que los monocitos CD14+ de pacientes con gota expresaban niveles mas
altos de IL13 comparado con controles sanos; de forma in vitro demostraron que las

células mononucleares estimuladas con acido urico aumentaban la expresion de IL13
128

Se analizé la expresion de IL13 como un marcador de activacion inflamatoria en las
células MN para saber si los pacientes en periodos inter-criticos todavia tienen células
activadas con sefales inflamatorias, pero no encontramos diferencias significativas
con los controles. Tampoco encontramos variacién en la expresion al comparar a
controles normouricemicos con pacientes hiperuricemicos. Estos resultados sugieren
un delgado equilibrio entre el estado de HU del paciente con su estado metabdlico
(lipidos, HDLs, glucosa) donde existen factores ademas del acido urico (dislipidemias,
infecciones, dafo tisular, entre otros) que podrian mantener un proceso inflamatorio
que mas adelante lleve a un nuevo ataque. Este equilibrio debe considerar también el
tiempo en que el paciente mantiene o deja de tomar medicamento para controlar los
parametros metabdlicos anteriores. Al comparar la expresién de IL1B con el peso de
los voluntarios, encontramos una tendencia de mayor expresion en las personas con

obesidad con respecto a las personas con sobrepeso y normopeso. En personas con
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desordenes metabdlicos como la obesidad, se ha reportado que en tejido adiposo hay
un incremento en la secrecioén de citocinas inflamatorias por la activacion de la caspasa
1 via NLRP3 133, Esté hallazgo también fue reportado en células MN de las personas
con obesidad y sobrepeso, que en un inicio sobre-expresaban IL1f3, IL1R, IL16 y tras
perder peso bajan la expresidn de estas citocinas en sangre. En conjunto la expresion
de ALPK1 puede ser mas importante como un marcador de inflamacion en periodos
inter-criticos en comparaciéon a TLR4, IL1-B y PCR, ensayos longitudinales con los
mismos pacientes y en comparacion a personas con ataque agudo, nos podran decir

si este perfil se mantiene o no.

9.3 Expresién de transportadores de uratos en células MN de pacientes con
gota inter-critica

La depuracion renal es un proceso clave para mantener la homeostasis en los
niveles séricos de acido urico, que se realiza mediante los transportadores de uratos.
Estas proteinas se expresan de manera tejido-especifica en la membrana apical de
células de riidn, células hepaticas e intestinales. Las concentraciones de acido urico,
el equilibrio entre aniones y cationes e incluso farmacos pueden favorecer la sobre
expresion o inhibicion de los transportadores en los diferentes tipos celulares. No se
conocia si los monocitos y linfocitos pueden expresar los genes de transportadores de
uratos ante las variaciones de acido urico o el estado metabdlico alterado en pacientes
con gota inter critica. Se analizé la expresidén de genes de transportadores de uratos
asociados a hiperuricemia y gota en células mononucleares tomando en cuenta que

son células expuestas a altas concentraciones de acido urico.

9.3.1 Expresion de ABCG2 en células MN

El transportador ABCG2 participa en la eliminacion de xenobiéticos y acido urico,
ayuda a mantener la homeostasis de los niveles séricos de uratos. Su funcién es tejido
especifico. En el afio 2008, Huls et al.'34, demostré la expresion de ABCG2 en células
del tubulo proximal del rifidn, participando en la excrecidn de farmacos, sustancias
toxicas y acido urico '34. A pesar de tener una funcion reconocida e importante en el

rindn, se han reportado diversos trabajos con mas funciones para este transportador
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en otros tejidos. Un estudio publicado por Hosomi et al.’®, sugiere que la mayor
expresion y funcionalidad de este transportador es en las células epiteliales de
intestino (yeyuno, ileon y colon) en las cuales puede participar en la excrecion del acido
Urico y absorcion de nutrientes o farmacos '%. El transportador ABCG2 también se ha
encontrado altamente expresado en la membrana apical de sincitiotrofoblastos
placentarios, en donde participa en la eliminacion de sustancias toxicas del
compartimiento fetal a circulacion materna para brindar proteccion al feto 3. En este
estudio analizamos la expresion de algunos transportadores como ABCG2 para saber
si las células MN son capaces de responder a las altas concentraciones de acido urico
o estan o mantienen activo el gen en respuesta a su presencia, encontramos una
mayor expresion significativa de ABCG2 en las células MN en los pacientes a
comparacion de los controles. La desregulacion en la expresion proteica de ABCG2 se
ha asociado también a alteraciones metabdlicas como la HU, hipertensién y en

enfermedades como la gota y dafio renal 3.

En la poblacion de pacientes estudiada no se encontraron diferencias importantes
al comparar con el estado hiperuricemico y trigliceridemia de todos los voluntarios para
saber si el aumento en la expresidon se relaciona con los niveles de acido urico o de
triglicéridos en sangre. Existen pocos reportes de la expresion de ABCG2 en células
mononucleares relacionadas a altos niveles de acido urico y gota. La mayoria de ellos
evallan en sangre completa para estudios de polimorfismos 105 114. 138 Un estudio
publicado en el 2017, identifico en la poblacion Han de Taiwan que la presencia de
este polimorfismo, en conjunto con polimorfismos en ALPK1, SLC2A9 y SLC22A12,
podrian significar hasta un 99% de riesgo de padecer gota 139, Al evaluar la expresion
de los mismos genes que en este estudio, se encontraron sobre expresados ALPK1 y
ABCG2 en los en pacientes con gota inter-critica sin embargo no se observé una

correlacion con sus parametros bioquimicos.

Un estudio publicado en el 2018 por el grupo de Chen et al.’#° encontrd que las lineas
celulares de intestino (HT29 y Caco-2) estimuladas con acido urico soluble inducen la
sobreexpresion de ABCG2, facilitando su translocacion a la membrana plasmatica y
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como consecuencia incrementando su actividad '%°. Se desconoce si las altas
concentraciones de AU o el estado metabdlico alterado de los pacientes con gota
puedan inducir la expresiéon de ABCG2 en otros tipos celulares (endotelio, sinoviocitos,
macrofagos) del microambiente de la gota que nos ayuden a entender los mecanismos
moleculares del paciente en estado inter-critico. El estudio del grupo de Chen Mo, et
al es el unico que menciona un mecanismo celular especifico en células intestinales,
pero hace falta ver si esto sucede en un modelo animal o en pacientes con HU en
intestino u otros tejidos. En este trabajo describimos por primera vez un incremento
significativo de la expresion del gen de ABCG2 en células mononucleares de sangre
periférica en pacientes hiperuricemicos con gota inter-critica, aunque no sabemos qué
tan importante es este cambio fisioldgicamente y si pasa en otros tejidos en el ataque
agudo. El seguimiento de este hallazgo en caso de mantenerse en diversas
poblaciones de pacientes podria, sugerirnos un posible uso como biomarcador del

estado metabdlico alterado del paciente con artritis gotosa.

9.3.2 Expresion de SLC22A12 en células MN

El transportador URAT1 (SLC22A12) participa en la reabsorcion de AU a nivel renal
por lo que es importante para mantener la homeostasis de los niveles séricos de AU.
Este TU esta expresado basalmente en la membrana apical del tubo proximal del rifidn
8. Price et al.'', observaron que la HU estimula la proliferacion de células VSMC vy
sintesis de PCR proponiendo que los transportadores de uratos son los responsables
de la captacion del AU en el endotelio vascular '42. Ellos demostraron in vitro que la
membrana de células humanas de aorta VSMC, estimuladas y no estimuladas por AU,
expresan URAT1; comprobaron que el uso de probenecid bloquea la reabsorcion de
AU en estas células *'. Una segunda investigacion del 2013'3 demostré que la
expresion de los transportadores de uratos no es exclusiva del rifion. lkarashi et al., 43
describieron la expresiéon de URAT1 en el citoplasma de células de glandulas salivales
mediante inmunohistoquimica. Se evalud la expresion de URAT1 en células MN de
sangre periférica de pacientes con gota inter-critica con o sin HU; sin embargo, no
encontramos diferencias significativas en la expresion de URAT1 entre los controles y

pacientes. A nivel renal se ha propuesto que la alta expresion de ALPK1 regula de
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manera negativa a URAT1 7°, pero se desconoce si esto sucede en células de sangre
periférica. Un estudio en modelos murinos describe que hay un incremento en la
proteina de URAT1 en rifion en ratones obesos que los de normopeso '#4. La expresion
de URAT1, también se compard con el peso de los voluntarios, pero no se encontraron
diferencias en la expresion del transportador en estos grupos. En este trabajo,
encontramos mayor expresion de ALPK1, pero no queda claro si regula a URAT1. Si
se aumenta el tamafio de la muestra para clasificar mejor la progresion d ela gota en
los pacientes y se realizan experimentos in vitro, inhibiendo ALPK1 y URAT1 en
cultivos de células MN, se podria corroborar si existe esta regulacion en células de

sangre periférica.

9.3.3 Expresién de GLUT9 en células MN

El transportador GLUT9 (SLC2A9) es un transportador de alta afinidad para la
secrecion y reabsorcion de acido urico, pero baja afinidad para el intercambio de
glucosa o fructosa 9. Se reconoce que es uno de los principales reguladores de la
homeostasis del AU sérico. La funcion de este transportador es tejido especifica '4° e
incluso se ha demostrado su expresion en diferentes tipos celulares epiteliales
polarizados '*6. Por ejemplo, en el higado participa en la secrecién del acido Urico, pero
en rindn se encarga de la reabsorcion de uratos al expresarse en las células de la
membrana apical (GLUT9a) y basolateral (GLUT9b) del tabulo proximal '#7. Bosch et
al., '8 comprobaron en modelos que las membranas celulares de enterocitos del
intestino expresan GLUTY9, contribuyendo a la eliminacién del AU. En placenta el
transporte de AU se realiza mediante la expresidon de esta proteina en las células del
sincitiotrofoblasto y una desregulacion del transportador se asocia a HU en preclamsia.
Por otro lado, el grupo de investigacion de Doege et al. %@, demostraron mediante
Nothern blot la presencia de mRNA de GLUT9 en leucocitos de sangre periférica; en
este estudio Unicamente se caracterizé la funcion de transporte de glucosa. Se analizé
la expresion de GLUT9 en las células MN de sangre periférica pero no se observaron
diferencias significativas entre los pacientes y controles. No se encontraron diferencias
de expresion ante altos o bajos niveles de AU sérico en los voluntarios. Esto podria

deberse a la funcionalidad tejido especifica del transportador, por lo que habria que
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medirlo en celulas de glandula salival, sangre completa y neutrofilos para observar

posibles cambios.

Un estudio realizado por Shikhman et al. %, describi6 que GLUT9 ademas de
participar en el intercambio de glucosa, fructosa y acido urico, también podria participar
en la respuesta inflamatoria en condrocitos. En su estudio al exponer células de
cartilago humano a IL1p se reporté un incremento en la expresion del RNAm del
transportador. Seria interesante analizar si en células MN también se observa un
efecto positivo en la regulacion de la expresion del transportador cuando se encuentra

un estado inflamatorio, asi como en los ataques agudos de gota.

9.3.4 Expresion de SLC22A3 en células MN

El transportador OCT3 (SLC22A3) es un transportador que media el transporte de
xenobidticos y participa en el intercambio de histaminas y catecolaminas'®. El trabajo
de Slitt et al., '*° se caracterizd la expresion de los OCTs en modelos murinos y
determinaron que la expresion de OCT3 es mayor en vasos sanguineos, piel y timo
pero que hay una expresion media en intestino, rindn, cerebro, bazo. La menor
expresion se presenta en higado, préstata, vejiga. En otro estudio del 2013 se
demostré que OCT3 tiene una expresidon y funcionalidad tiempo especifico en la
placenta humana. Una menor expresion de SLC22A3 ocurre en etapas primarias de la
gestacion para brindar mayor proteccion al feto, en contraste con etapas mas
avanzadas de la gestacidn que aumenta su expresion, pero permite menor intercambio
de MPP de la madre al feto '*°. Los informes de expresién media en rifion y algunos
estudios de polimorfismos para evaluar dafio renal por xenobidticos y su alta expresién
en algunos tipos de cancer nos hizo pensar que podria estar alterado algun gen de
esta familia en pacientes con gota en poblacion HU "', sin embargo no encontramos
diferencias de expresion en pacientes con los niveles de acido urico, medicamentos
usados y con los controles sin gota que pudieran indicar una desregulacion en la
expresion del gen en nuestra poblacion de estudio, aunque existen reportes de la
expresion de proteinas de la familia como OCT4 en células mononucleares'2. Sin

embargo, si se encontré una expresion mas alta y significativa del gen en personas
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con sobrepeso en comparacion a controles con normopeso. Hay informes de
incrementos en la expresion de OCT2 y OCT3 en rifones de ratones obesos con
nefrotoxicidad a gentamicina 153 y polimorfismos del gen asociados a enfermedad
arterial coronaria en varones % 116. 154 Estos estudios son pocos para saber si existen
un papel significativo de este gen en relacion con el sobrepeso y obesidad y si esto es
importante en la progresion de la gota. Una mayor poblacién de pacientes obesos y no
obesos podria ayudarnos a corroborar esto. En modelos murinos Vialou et al. %9,
propusieron que OCT3 ayuda a censar los cambios en la osmolaridad sanguinea, por
lo que participa en la absorcion y regulacidn de los niveles de sal. Existe un estudio
donde se evaluaron a personas con dieta alta y baja en sal y esto modifica sus niveles
de acido urico en plasma y orina, por lo que se propone que el sistema renina
angiotensina puede ser el medio por el cual se regulan los niveles de acido urico en
sangre, ya que de manera inversa se conoce bien que el acido urico alto puede
favorecer la hipertension arterial a largo plazo en pacientes con gota. No se encontré
un incremento en la expresion ni relacion con hipertension arterial o con algun
parametro metabdlico en este gen, pero si encontramos una expresion diferencial
entre los voluntarios con normopeso y sobrepeso. Un estudio en modelos animales
midiendo la presidon sanguinea, cambios en la dieta y en la presidn podria sugerirnos

que podria suceder con OCT3 e hipertension en los pacientes.

9.4 Niveles de &cido urico y su relacién con parametros clinicos en gota

En este estudio se compararon a 24 pacientes hombres con gota inter-critica y 26
controles, dentro de los parametros clinicos evaluados encontramos diferencias
significativas en los niveles de acido urico, triglicéridos, HDL, peso, edad e hipertension
entre pacientes y controles sin gota y sin hiperuricemia. Uno de los principales factores
de riesgo para el desarrollo de gota es la hiperuricemia, ya que altos niveles de acido
urico sérico en conjunto con factores fisicoquimicos (temperatura, pH, presion
osmdtica, entre otros) favorecen a la formacion y precipitacion de CUMs. En los
pacientes el nivel promedio de acido urico fue mas alto que en los controles, este valor
esta por arriba del limite de solubilidad de 6.8 mg/dL y por arriba del limite maximo de

referencia de 7.2 mg/dL, es decir que en los pacientes a pesar de estar fuera de la
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sintomatologia del ataque agudo por largo o poco tiempo, es frecuente que estén en

hiperuricemia y en el caso de algunos, aun con tratamiento de alopurinol.

La guia publicada por ACR/EULAR '%¢ recomienda a los pacientes mantener sus
niveles de acido urico por debajo del limite de su solubilidad para prevenir ataques
posteriores, sin embargo, al comparar los niveles de acido urico de los pacientes que
habian sufrido un ataque de gota en menos de 6 meses a la toma de muestra con
aquellos con mas de 6 meses, se observa que en ambos periodos hay hiperuricemia
lo que sugiere una mayor probabilidad de presentar ataques agudos mas adelante, es
importante recordar que estos pacientes no tienen supervision de un especialista en
reumatologia, asi como un adecuado tratamiento de su enfermedad ya que en algunos

casos tampoco han recibido atencion médica constante.

9.5 Proteina C reactiva en gota

Los niveles de PCR fueron mas altos en pacientes que en los controles, pero sin
encontrar diferencias significativas. En un estudio se sugiere que los niveles de PCR
elevados reducen la sintesis de Oxido nitrico en las células endoteliales, lo que
favorece al desarrollo de hipertensidn, condicién clinica que esta altamente ligada a
inflamacion %7, Se ha informado que en hipertensién se mantiene un estado
inflamatorio subclinico ya que se mantienen elevadas IL1j3 e IL18 como consecuencia
de la activacion del inflamasoma y de la generacion de ROS %8, En los pacientes de
nuestro estudio encontramos una correlaciéon positiva (rho= 0.456, Spearman) entre
los niveles de PCR e hipertensiéon. En poblacion general se ha descrito una asociacion
de hipertension con niveles altos de PCR, lo mismo que en personas con diabetes,
obesidad y personas con obesidad y diabetes, esto sugiere un estado inflamatorio
presente en personas con hipertension y alteraciones metabdlicas. El estado
inflamatorio puede ser monitoreado clinicamente mediante la determinaciéon de la PCR
en suero para artritis reumatoide pero todavia estda en discusion su uso para
enfermedades como la gota '°. En la gota aguda se conoce que los depdsitos de
cristales de urato monosodico inducen un estado inflamatorio pero que no

necesariamente se asocian simultdneamente a hiperuricemia en el paciente. En
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nuestro estudio no encontramos una relacion entre el incremento de PCR a
hiperuricemia y tampoco al tiempo del ultimo ataque agudo, sin embargo, hay estudios
como el de Wako Urano et al. ', en el que se encuentran mayores niveles de PCR e
IL6 en pacientes con gota aguda al medirse con respecto a su etapa inter-critica en los
mismos pacientes %0, El estudié de Wako Urano sugiere que si la determinacion de la
PCR se hiciera justo en el momento del ataque agudo y sin ningun medicamento
antiinflamatorio es posible que se encontraran diferencias significativas debido a que
el pico maximo de la PCR se alcanza entre 24 y 72 horas. En contraste, un estudio del
2011 de Okuda et al. 81, sugiere que los pacientes con gota aguda o hiperuricemia no
necesariamente tienen niveles altos de PCR 6", Los altos niveles de PCR también se
han asociado positivamente con SM, hipertension, enfermedades cardiovasculares y
sobrepeso '%2. Por ejemplo, Emina Spahi¢ et al., informaron que sus pacientes con
sindrome coronario agudo mantenian niveles mas altos de PCR y AU que los
controles, debido al dafio oxidativo en los cardiomiocitos 63, Otro estudio, realizado
por Zapolski en el 2011 observd una correlacion positiva entre el peso y la PCR en
pacientes con SM y DM, enfatizando que estas enfermedades se caracterizan por
mantener un estado pro-inflamatorio favorecido por la obesidad e incluso la
desregulacion del AU 84, En la comparacion de los niveles de PCR y el peso de los
voluntarios de nuestro estudio, no encontramos diferencias importantes, aunque
podrian presentarse en otra etapa de su enfermedad y poderse observar esta

diferencia con una mayor poblacion.

9.6 Lipidos en gota aguda e inter-critica

Una de las caracteristicas de los pacientes con gota es que presentan dislipidemias.
Los resultados en pacientes en estado inter-critico revelaron una diferencia
significativa entre los niveles mas altos de triglicéridos (TAG) de pacientes con
respecto a los controles. Asi mismo encontramos que los pacientes con mas altos
niveles de AU tienen niveles mas altos de TAG. Estudios del 2011 y 2015 describieron
una correlacion positiva entre los niveles de triglicéridos, hiperuricemia y gota 6%, Se
estimé que entre un 25% a un 60% de los pacientes presentan niveles por arriba de

los 150 mg/dL de triglicéridos en suero, esta alteracion se asocia a la dieta, obesidad,
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ingesta de alcohol e incluso factores genéticos 2'. La hipertrigliceridemia podria
favorecer también a la aparicién de ataques agudos de gota; en el 2012 un estudio
publicado por Chen Jiunn et al. 44, revelé que los pacientes hombres con diagndstico
de gota, hipertrigliceridemia y normouricemia podrian presentar ataques agudos de
gota, previamente se habia descrito en un modelo murino que el receptor TLR2
reconoce los acidos grasos y que también participa en el reconocimiento de CUMs ;
con la posibilidad de aumentar la velocidad de un ataque de gota, sin embargo aun no
se conoce por completo este mecanismo'®®.

La hipertrigliceridemia, es una alteracion clinica ligado al sobrepeso y obesidad. En
el NHANES Il de la poblacion estadounidense se informa que las personas obesas
pueden tener hasta 100 mg/dL mas altos los niveles de triglicéridos que las personas
con normopeso 38, En nuestro andlisis en suero encontramos una correlacion negativa
en los pacientes (rho= -0.456, Sperman) con los niveles altos de triglicéridos y la
presencia de hipertension, esto podria ser consecuencia del tratamiento de cada
paciente para controlar la hipertension y la hipertrigliceridemia, ademas de
restricciones mas controladas en la dieta o ejercicio ya que los niveles de triglicéridos
fueron mas elevados que los controles, aunque mas bajos que los no hipertensos. Al
comparar el peso de los voluntarios con los niveles de triglicéridos no encontramos
diferencias significativas, pero observamos que la mayoria de los pacientes con gota
es decir el 75% independientemente de si tienen sobrepeso u obesidad presentan

hipertrigliceridemia.

Los controles como se menciond antes también tuvieron niveles normales y mas
altos de HDL's de forma significativa que los pacientes con nomortrigliceridemia e
hipertrigliceridemia. No se encontré6 una correlacion en los pacientes con gota
intercritica entre los niveles de HDLs vy triglicéridos, pero en la poblacion total evaluada
encontramos una correlacion negativa entre los niveles de triglicéridos y de HDLs. En
un estudio de Lemos et. al, se muestra que entre mayor sea el valor de la relacion de
triglicéridos/HDL hay un mayor riesgo de enfermedad coronaria. Como consecuencia
de esta relacion, los niveles de LDL aumentan en circulacion convirtiéndose en un

factor de riesgo para desarrollar patologias aterogénicas '¢7. En este estudio al analizar
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a los pacientes encontramos una correlacién negativa entre triglicéridos y LDLs (rho=
-0.559, Spearman), sin embargo, al comparar a los voluntarios con nomotrigliceridemia
e hipertrigliceridemia con sus valores de LDLs no encontramos diferencias
significativas. Este efecto podria deberse a los de los tratamientos administrados para

el control de las dislipidemias en los pacientes.

Las HDL se reconocen como un factor de prevencion para las enfermedades
cardiovasculares (ECV) y ateroesclerosis'®%2 168 Se ha descrito en muchos estudios
que los altos niveles de AU correlacionan negativamente con los niveles de HDL, este
mismo efecto se ha descrito en pacientes con gota 9% 189 En un estudio de Cardona
et al., se demostré que los pacientes con hiperuricemia tienen niveles mas bajos de
HDLs con respecto a controles 9. A pesar de encontrarse frecuentemente esta
relacion inversa entre HDL y acido urico no se conoce algun mecanismo directo o
indirecto para explicarlo. Se ha relacionado también que el incremento en el peso
contribuye a la disminucion de los niveles de HDLs séricos, también se conoce que
existe una relacion entre los altos niveles de PCR y bajos de HDLs, incrementando el
riesgo de sufrir eventos cardiovasculares '"'. No se encontré una correlacion entre
estas variables en los datos clinicos de los pacientes. Esto podria deberse al
tratamiento para dislipidemias que siguen los pacientes. En contraste si encontramos
una relacion negativa entre los niveles de PCR y HDLs (rho=-0.509, Spearman), cabe
mencionar que estos 2 factores aumentan el riesgo de que los pacientes tengan un
evento cardiovascular y mantengan el estado de inflamacion activo, lo cual también

podria favorecer a un proximo ataque de gota.

Los niveles de LDL también se han estudiado en personas con gota, encontrando
frecuentemente una relacion positiva entre el AU y LDL en personas con obesidad,
diabetes o enfermedad cardio vascular '%%2. No se encontré diferencias significativas
en los valores de LDL en pacientes y controles ni al comparar los valores de
normouricemia e hiperuricemia en los grupos de estudios, ni con obesidad. Sin
embargo, si encontramos diferencias entre los niveles altos de colesterol y los altos

niveles de LDL en pacientes y controles; ademas encontramos una correlacion positiva
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entre ambos parametros (rho= 0.548, Spearman) en los pacientes y en la poblacion
total. Esta relacién entre LDL y colesterol ha sido reportada en el estudio de Kuo C.F.
et al., en donde los pacientes con gota muestran una relacion positiva entre los altos
niveles de LDL y colesterol 2. Un exceso de colesterol estd asociado a riesgo
cardiovascular y obesidad, recordando que los pacientes con gota son propensos a

padecer un evento cardiovascular.

9.7 El peso en gota inter-critica

Durante las ultimas décadas se ha incrementado la prevalencia de obesidad y la
gota principalmente en América y Europa ?*. Se reconoce por el Colegio Americano de
Reumatologia (ACR) que existe una relacién entre la obesidad y la presencia de gota,
asociada a una dieta rica en purinas, carbohidratos, falta de ejercicio y alcoholismo lo
que favorece al aumento de los niveles séricos de acido urico y otros factores de riesgo
para la gota como el SM %, Un estudio publicado por la NHANES (National Health
and Nutrition Examination Survey) en 2010 estima que las personas con normopeso
presentan una prevalencia en gota entre el 1-2%, mientras que las personas con
sobrepeso alrededor del 3% y con obesidad entre el 4% y el 7%. El grupo del Choi et
al. 38 encontraron que cerca del 71% de los pacientes con gota tienen sobrepeso vy el
14% tiene obesidad. Un estudio longitudinal indic6 que las personas que ganan
alrededor de 30 Ib en un periodo de 12 anos tienen el 52% de riesgo de padecer gota
y sufren un incremento en sus niveles de acido Urico 73, En otro estudio se demostro
que en pacientes que siguieron por 4 meses una dieta baja en calorias y grasas,
ademas de favorecer a la pérdida del peso, se disminuyeron 18% sus niveles de AU
sérico y se disminuyd en un 67% la frecuencia mensual de ataques de gota. En este
trabajo comparamos los niveles de acido urico de los voluntarios en normopeso, ya
sean pacientes o controles y los mas altos fueron los pacientes con gota inter-critica.
Sin embargo, al comparar a los pacientes con normopeso y sobrepeso, los niveles de
AU son mayores en el primer grupo, esto puede deberse a que estos pacientes son
los mas jovenes y de menor IMC del estudio. En un estudio del 2012'%° se encontrd

que la capacidad de excretar AU a nivel renal se va perdiendo conforme pasa el tiempo
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y este efecto se observa desde el primer mes de nacimiento. En este trabajo también
se menciona que en hombres durante la adolescencia se registra un incremento en los
niveles séricos de AU y en el caso de las mujeres, este incremento se registra después
de la menopausia. Si este desequilibrio en los niveles de AU se combina con una dieta
rica en purinas, alcoholismo o enfermedad renal, aumenta el riesgo de gota y de
padecer enfermedades cardiovasculares 4. Otro de los posibles factores que
favorecen a niveles altos de AU a edades tempranas, son alteraciones en el
metabolismo de purinas, asociadas a mutaciones en los transportadores de uratos y
en la enzima HRPT y enfermedades renales, que favorecen el incremento en los altos
niveles de AU "2, En el caso de estos pacientes jovenes habria que hacer un estudio
genético para evaluar si influye alguna mutacion en sus niveles altos de acido urico o

si es por el estilo de vida que llevan.

Los pacientes con sobrepeso y obesidad presentaron niveles significativamente
altos de AU a comparacion de los controles con normopeso. Estos resultados anadidos
a los de TAG y HDL bajas sugieren un estado metabdlico alterado de los pacientes
vinculado a una dieta rica en purinas y carbohidratos que favorece al sobrepeso y la
HU. En un estudio del 2013 se evalud a poblacion general y se observo una relacion
“dosis dependiente” en incremento o ganancia de peso y el riesgo de padecer gota 1,

sugiriendo que existe una relacion entre los niveles de IMC y uratos.

9.8 Hipertensién en gota

Se ha reconocido actualmente que la HU es un factor para el desarrollo de la
hipertension y que existe una relacion entre esta enfermedad y los pacientes con gota
75 convirtiéndolo en un factor de riesgo para eventos cardiovasculares, SM. Una
unidad por arriba de los niveles de AU sérico aumenta al rededor del 9% de riesgo de
padecer hipertension 6% En modelos animales se han propuesto mecanismos que
explican la correlaciéon entre estas dos patologias; el primer mecanismo es la
activaciéon del sistema renina angiotensina por los niveles de AU, lo que provoca que
disminuya el 6xido nitrico (NO) generando vasoconstriccion; el segundo mecanismo

esta ligado a la aparicién de arterioesclerosis como consecuencia de la captacion del
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AU por células musculares lisas que se activan provocando la sintesis de factores de
crecimiento y la proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1), que generan un
incremento en el numero de células de musculo liso, engrosamiento de la pared
vascular y con ello un desbalance en el flujo vascular '76. Datos publicados por Becker
et al.’’6, estiman que entre un 2 — 12% de los pacientes con hipertension padecen gota
y que hay una prevalencia de hipertensiéon del 25% al 50% en los pacientes
diagnosticados con gota '77. El 31.8% de los pacientes con gota presenta hipertension

contra el 0% de los controles.

En los pacientes se determind una correlacion positiva entre la presencia de
hipertension y la edad lo que corrobora lo reportado en estudios clinicos, ya que fue
positiva en los pacientes y en la poblacion total de estudio (pacientes y controles). Sin
embargo, encontramos una correlacion negativa (rho= -0.456, Sperman) entre los
niveles altos de acido urico con la presencia de hipertensidn, es decir las pacientes
con hipertension reportaron niveles mas bajos de acido urico que los que no la tenian.
De acuerdo con el historial clinico, los pacientes con hipertension fueron los de mayor
edad y con mas tiempo de enfermedad por lo que podrian ser las personas que tienen
mas controlada la HU, ademas de recibir tratamientos para la hipertension y otras
alteraciones metabdlicas como dislipidemias, de acuerdo con el historial clinico de

estos.

9.9 Antecedentes familiares

Los antecedentes familiares de gota aumentan el riesgo de padecer la enfermedad,
debido a que puede haber una alteracion genética heredable o debido a que
comparten el mismo estilo de vida o ambiente. En nuestro estudio el 41.6% de los
pacientes presentan antecedentes de gota en contraste con el 4.1 % de los controles.
Un estudio publicado por Chang-Fu Kuo'”?, informé que, en poblacion Taiwanesa, el
riesgo de tener gota aumenta conforme sus antecedentes familiares son mas directos,
es decir, padres, hermanos, conyugue; este efecto es diferencial entre hombres y
mujeres. Para los hombres se calculé que un 35.1% es herencia, un 28.1% es un

ambiente familiar en comun y el 36.8% son componentes ambientales especificos, en
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contraste con las mujeres que el 17% es herencia, el 18.5% son componentes
familiares comunes y el 64.5% es un ambiente especifico. El conjunto de estos factores

aumenta 1.91 veces el riesgo de gota en hombres y 1.97 de riesgo en las mujeres 178,

10.Resumen de resultados

1. La expresion de ALPK1 fue mas alta en los pacientes con gota inter-critica a
comparacion de los controles. Ademas, la expresion de ALPK1 fue mayor en
las personas (controles y pacientes) con obesidad en comparacion a las
personas con sobrepeso, siendo positiva la correlacion entre estas variables.

2. La expresion de ABCG2 fue mas alta en los pacientes a comparacion de los
controles.

3. En las personas con sobrepeso se encontr6 mayor expresion de SLC22A3
comparado con las personas con normopeso.

4. Los pacientes con gota inter-critica presentaron altos niveles de AU, triglicéridos
altos y HDLs bajas en suero, ademas de un alto porcentaje de sobrepeso en
comparacion de la poblacion sin gota y sin hiperuricemia.

5. Existe una correlacion positiva entre los niveles de colesterol y LDL, entre los
niveles de creatinina y enfermedad renal y entre la presencia de hipertension y
niveles de PCR y edad. Las correlaciones negativas se presentaron entre los
niveles de AU e hipertensién, entre los niveles de triglicéridos y LDL, y entre los
niveles de HDL y PCR.

11.Conclusiones

Existe un perfil definido del estado clinico de pacientes mexicanos con gota inter-
critica que se caracteriza por alteraciones metabdlicas en comparacion de la poblacion
mexicana sin gota y sin hiperuricemia. Este estado los coloca mas cercanos a tener

un episodio agudo que de estar metabolicamente sanos y sin inflamacion.

Los pacientes con alteraciones metabdlicas asociadas a gota en estado inter-critico
sobre-expresan ALPK1 y ABCG2 en células mononucleares de sangre periférica lo
que podria estar relacionado al estado inflamatorio de esta poblacion; sera importante
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demostrar el papel en monocitos de estos genes en el microambiente de la artritis

gotosa.

12.Perspectivas

Esta tesis genera nuevas preguntas de investigacion acerca de la expresion génica
diferencial de transportadores de uratos y genes de inflamacion, y su relacion con el

estado metabdlico en pacientes con gota inter-critica.

Con el objetivo de conocer si los niveles de expresion obtenidos son representativos
de la poblacion de gota en México, seria importante aumentar el tamafo de la muestra
tanto en controles como en pacientes. Por otro lado, seria adecuado incluir a pacientes
con gota aguda, inter-critica y crénica lo que permitiria hacer un analisis comparativo
para correlacionar la evoluciéon de la enfermedad con los niveles de expresion génica.
Para este tipo de analisis se deberian considerar variantes como diferentes rangos de
edad, tipos de tratamiento para el ataque de gota y de control de la enfermedad, dieta
hiperproteica y cantidades de alcohol controlados. En este primer estudio se traté de
recabar suficiente informacion, pero por falta de datos precisos no pudimos

completarlo.

Un punto interesante que estamos empezando a llevar a cabo en el laboratorio es
la comparacion de la expresion de las células MN contra la expresion de células PMN
de sangre periférica; esto ayudara a observar las respuestas celulares ante los
estimulos de la enfermedad y en sus diferentes etapas.

El aumento en el numero de genes evaluados tanto de transportadores como de
inflamacion nos daria una vision mas amplia de lo que sucede con estas moléculas,
por ejemplo, podriamos analizar la expresion de OAT1, OAT3 y de OAT4, que son
algunos de los transportadores mas asociados a gota. En caso de las moléculas de
inflamacion, se podrian evaluar también a HMGB1, S100, RAGE, TLR1 y TLR2, entre

otros relacionados actualmente con HU y gota.
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13.Limitaciones del estudio

Una de las limitaciones de este estudio fue el bajo poder estadistico obtenido en
los ensayos de expresion, debido al tamano de muestra y a la baja expresion de los
genes evaluados en células MN bajo las condiciones metabdlicas de los pacientes y

controles.

En el caso de los genes de inflamacion, los analisis de expresion de TLR4 alcanzaron
un 98% de poder estadistico, sin embargo, ALPK1 e IL1p tienen un poder estadistico
de 74% y 63%, respectivamente. Para los genes de los TU, los ensayos de expresion
de SLC22A3 se logré un poder de 94% y para ABCG2 del 80%, en contraste con
SLC22A12 y SLC2A9, que tienen un poder estadistico de 51% y 52%,

respectivamente.
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15.nexos

l. Pruebas estadisticas para los parametros bioquimicos en sueros de

pacientes y controles.

Tabla 1S. Parametros bioquimicos y clinicos de pacientes y controles.

Datos significativos con *p<0.05 y **p<0.01, en las pruebas de t de student para datos
normales y prueba de U de Mann Whitney para los datos no normales. En el caso de
comparaciones entre subgrupos, se realizd una prueba de ANOVA con un analisis post
hoc de Bonferroni para datos normales y en caso de datos no normales, se realizé una

prueba Post hoc de Games Howell.

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene de calidad
de varianzas pruehatpara la igualdad de medias
99% de intervalo de confianza
) , Diferencia de de la diferencia
Diferencia de error
F Sig. t gl Sig. (bilateral) medias estandar Inferior Superior

AcidoUri Se asumen varianzas
AcidoUrico iguale'; van 5.084 029 | -6118 48 000 -263622 41456 -3.64817 1.42427

N i

igﬂasl':sas“me" vananzas 5984 | 34941 000 -253622 42384 -3.69078 138165
Glucosa ls;jzfei"‘e” vananzas 6.270 016 -592 48 557 -2.29006 3.87099 1267285 8.09272

Eﬂ;i:sume“ vanianzas 577 | 32493 568 -2.29006 3.97109 -13.15447 8.57435
Colesterol Isgi:'fgime" varanzas 628 432 214 48 831 237853 11.11432 -27.43235 3218941

gﬁ;i:s“me” vananzas 212 | 42498 833 237853 11.24285 -27.93872 3269577

iglicéri Se asumen varianzas

Triglicsridos iguale"; van 8.933 004 | -3007 48 004 | -118560192 3043990 | -224.38777 1281607

Mo <5 v

igﬂ;';:sum“" vananzas 2904 | 26.441 007 | -118.60192 4083404 | -231.92026 -5.28359
Creatinina IS;:ISE‘;"'E” vananzas 4137 047 | 1802 48 078 -A7497 09707 -43533 08539

gﬁ;‘:;s”men vafianzas 1739 | 25647 094 -17497 10064 -.45491 10497
HOL isgi:'feime" varianzas 1.488 220 | 3810 45 000 1064182 279295 3.12095 1815368

zﬁ;i:sumen vanianzas 3892 | 43264 000 1064182 273439 327444 18.00920
LoL Isgfj:;";me” varnanzas 615 437 1.423 45 162 15.80982 11.11261 -14.07850 45.69814

No se asumen varianzas

lguales umen vart 1386 | 35385 174 1580982 11.40763 -15.24303 46.86267
PCR is;:feimenva”anzas 1,555 220 -510 39 613 - 65881 1.20253 -4.15888 284126

N onvari

igﬁasl':sas“m’" vanianzas 516 | 31746 609 -.65881 1.27579 -4.15429 2.83667
Edad isgi;i‘;me" varianzas 1.368 28 | -3778 47 000 12,628 3342 -21.601 -3.656

:‘:‘:ﬁ:s“men vanianzas 3762 | 44363 000 12628 3356 -21.661 -3595
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Estadlisticos de prueba®

Triglicéridos

HOL

PCR

LI de Mann-Whitney
Wode Wilcoxaon
£

140.500
491.500
-3.33

Sig. asintdtica (hilateral) .001

107.000
360.000
-3.586
000

201.500
432500
-.222
824

a.Variahle de agrupacidn: Clasificacion

Comparaciones multiples

Variable dependiente:  Clasificacion

99% de intervalo de confianza
Diferencia de Error ) Limite
() Obesidad  (J) Obesidad | medias (i-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Games-Howell Normopeso  Sobrepeso -333 142 061 17 11
Obesidad -833 090 000 114 -53
Sobrepeso  Normopeso 333 142 061 -1 a7
Obesidad -500° 109 000 - 86 -14
Obesidad MNormopeso 833 090 000 53 1.14
Sobrepeso 500 109 .000 14 86

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.01.

Tabla 2S. Correlacion de Spearman para datos clinicos de los voluntarios evaluados.

Correlaciones

Obesidad | AcidoUnico | Glucosa | Golesteral | Trighcéndos | Creatmna | HOL oL PCR | Edad | Emenal | Hiperension
Rhods Spearman _ Obesidad  Gosficiente 0z - B N
sl 1.000 253 208 -018 208 045 251 200 | 016 368 047 142
Sig. (bilateral) o0t 156 313 047 762 096 178 21 011 763 358
N 48 48 1 48 1 48 45 45 39 a7 4 4
AcidoU Cosficients d - - N
AddoUrico - Costioiente o= 463 1,000 RES 117 407 113 | -ad | -30 -112 75 169 078
Sig. (bilateral) 001 A9 120 003 433 012 028 467 229 261 508
N 8 50 50 50 50 50 a7 47 5 a9 I I
Clucosa Coenene 2 208 185 | 1000 190 129 284" 123 088 -307 266 100 039
Sig. (bilateral) 158 198 187 ars 048 an 557 051 065 510 798
N 48 50 50 50 50 50 a7 47 4 a9 4 4
Calssterol _ Coeficients de "
sl 018 17 190 1.000 267 349 237 | 729 013 155 .28 -109
sig. (bilateral) a13 120 167 061 013 108 000 93¢ 206 058 169
N 48 50 50 50 50 50 a7 47 41 a9 4 4
Trglicéridos - Goeficients da 288 207" 128 267 1.000 101 | 208 210 -080 278 050 o7t
Sig. bilateral) 047 003 a4 061 . 436 044 157 574 152 743 641
N 48 50 50 50 50 50 a7 47 “ 49 4 4
Creatiina - GasToente 2 045 13 284 -349° 101 1.000 258 281 313" 174 3" 251
Sig. (bilateral) 782 433 046 013 206 080 056 047 232 008 093
N 48 50 50 50 50 50 a7 47 4 a9 4 4
Cosficients d . N N
HBL Comelatn 251 -363 123 237 -288 288 | 1.000 267 | w231 | -332 BES -277
sig. (bilateral) 098 012 an 108 o1 080 081 157 024 210 o072
N 45 a7 a7 a7 a7 47 a7 47 39 I 43 43
oL f;fgf;z";: o -.204 -320° 088 723" 210 -.281 287 1.000 -041 030 -261 028
Sig. (bilateral) 178 028 557 000 157 056 081 804 845 091 858
N 45 4 a7 4 a7 47 a7 47 3 46 43 43
PCR Coeficients de N
sl 08 2| w307 013 -080 313 -3 041 | 1000 223 107 255
Sig. (bilateral) a21 287 051 334 574 047 157 804 160 517 "7
N 39 4 4 4 4 4 39 39 41 a1 39 39
Cosficients d - N =
Edad Comelan 368 175 266 155 279 174 | -am2 030 223 | 1000 16 420
Sig. (bilateral) 011 228 065 288 052 EE%) 024 845 160 442 003
N 47 19 1 19 1 19 15 I 5 a9 I I
EnfRenal Coenene 2 047 168 -100 -282 050 £ -185 -261 107 118 1.000 378"
Sig. (bilateral) 783 261 510 058 73 008 210 091 517 442 010
N 4 4 46 4 46 4 3 43 39 a6 4 4
Hiperisnsién E;fgg;";ﬁ o 142 078 038 -109 o7 251 277 028 255 428" 378" 1.000
sig. (bilateral) 358 808 708 169 81 093 or2 859 17 003 010
N 4 4 1% 4 1% 4 3 43 39 2 4 4

**La correlacidn es significativa en el nivel 0,01 (2 colas).

* La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (2 colas),
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Tabla 3S. Niveles de acido urico respecto al tiempo de ataque de gota.

Estadisticos de prueba®
AL
U de Mann-Whitney 38.000
W de Wilcoxaon 83.000
£ -2
Sig. asintdtica (bilateral) 825
Significacion exacta [2* PTEL

(sig. unilateral)]

a.Variable de agrupacidn; ataque

h. Mo carregido para empates.

Tabla 4S. Niveles de PCR respecto al tiempo de ataque de gota.

Estadisticos de prueba®
FCR
L de Mann-Whitney 20.000
W dle Wilcoxon 41.000
il -.826
Sig. asintdtica (hilateral) A09
Significacidn exacta [2* b
(sig. unilateral)] 456

a.Variable de agrupacion:
MeseslItimoAtague

b. Mo corregido para empates.

Tabla 5S. Relacion entre los niveles de PCR y los niveles de acido urico en

pacientes y controles.

Estadisticos de prueba®

(sig. unilateral)]

FCR
L de Mann-Whitney 20.000
Wode Wilcoxon 41.000
z -.826
Sig. asintdtica (bilateral) 409
Significacidn exacta [2* 456P

a. Yariable de agrupacid
MeseslltimoAtagque

b. Mo corregicdo para empates.

n:
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Tabla 6S. Niveles de PCR con el peso en pacientes y controles

Variable dependiente: CRP

Comparaciones miiltiples

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite

{I) CLASAU (J) CLASAU medias (--J) estandar Sig. Limite inferior superior

Bonferroni Controles AU =7.2 mgldL IIf‘nacientee; Al=72 207786 181110 775 66140 2 4583
gldL

Pacientes AU=7.2 mg/dL 05071 1.43710 1.000 -3.5487 3.6501
Pacientes Al =7.2 Controles AU =7.2 moldL 207786 181110 T75 -2.4583 6.6140
mafdL Pacientes AU>7.2 mgldL 212857 1.90807 816 -2.6529 6.9101
Pacientes AU=7.2 mg/dL  Controles AU =7.2 mgldL -.05071 1.43710 1.000 -3.6501 35487
fnagi'deLmes AU<T2 2212857 10907 816 69101 26520

Tabla 7S. Niveles de triglicéridos en pacientes y controles con respecto a sus niveles

de acido urico

Variable dependiente.  TRIGLICERIDOS

Comparaciones miiltiples

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite

(I) CLASIFICACION {J) CLASIFICACION medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Games-Howell  Controles con AU<7.2  Pacientes con AU<7.2 -50.07692 39.97008 453 -161.0414 60.8875
Pacientes AlU=T7.2 15971692 57.99737 037 -310.3530 -9.0808
Pacientes con AU<7.2  Controles con AU<7.2 50.07692 39.97008 453 -60.8875 161.0414
Pacientes AlU=7.2 -109.64000 68.76594 269 -282.5188 63.2388
Pacientes AU>7.2 Controles con AU<7.2 159.71692 57.99737 037 9.0808 310.3530
Pacientes con AU<7.2 109.64000 68.76594 .269 -63.2388 282.5188

* La diferencia de medias s significativa en el nivel 0.05.
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Tabla 8S. Niveles de triglicéridos y peso en pacientes y controles.

Comparacionas miltiples
‘ariable dependients; fap
%5% de Interealo de confianza
Defgtancia da Eiror ) il
M apo iy gpo medas (-J) estindar Sig Limif enfanar SUpEar
Gamas-Howall  Controlas noamopeso  Conlralas sobrapeso gadgdn 1 45858 994 54 4758 121228
Pacientes normopess <J4 BGEET S8.64850 T G277 934844
Pacientzs sobrepeso T4.53333 4068245 A0 =103.94T1 545804
Pacientzs obesidad 47 50833 5021932 Ae2 =J68.7818 119651
Confroles sobrepesn  Controles ROMapeso -5 Edg4n 2 45858 Had STk b G4 4256
Facientzs normopasa 4351545 15356 L k] -1 T4 5355 L
Patignizs sobrepeso -B338182 4033585 285 -M2 8357 45870
Faclentes obssidad -106. 75683 44 93863 Jed -XiTaTer 64,0651
Facientés normopeso  COnMoles nomopeso 14 BRBET 28 64850 T80 -G 454 [ 21
Controlas sobropeso 4351515 815356 593 -y 5052 1745355
Paciantes sobrepaso -15 BERAT 44 57822 A% =126 0328 1062955
Pacianses obesidad HI2NET S347408 TED -1420763 1164929
Pacientes sobrapeso  Conirdles nomopasa T4 53333 40 68245 - [uli] <5 BE04 2039471
Controlas obrapéss B3 3a182 40.3354% 295 456720 224357
Paciantas noamopess 5 20887 44 57827 gLk =106, 2535 i86.0328
Pacientzs obesidad =13.37500 0.7 3270 Bah =12.36308 165.68128
Faclentes obesidad Confroles nomMopeso 9780633 0. 21932 &2 -T2 0851 hgTatg
Controles sobrepasa 108 75622 44 83863 a8 B4 085 277 5TAY
Facienizs neamopess G3201ET L3.41408 JEd 1168520 HIATEY
Facignizs sobrepeso 2337500 &0.7 3270 bas -165 6138 213638
Tabla 9S. Niveles de triglicéridos y HDLs.
Comparaciones miiltiples
Variable dependiente: HDLT
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite
(I) CLASTAG (J) CLASTAG medias (I-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Bonferroni Controles <150 TAG ~ Controles >150 TAG 6.88889 413337 B17 -4.5434 18.3211
Pacientes <150 TAG 17.05556 4.37435 002 4.9568 201543
Pacientes =150TAG 10.84889" 318833 0os 2.0705 16,7073
Controles >150 TAG ~ Controles <150 TAG -6.68889 413337 817 -18.3211 45434
Pacientes <150 TAG 1016667 516258 332 -4.1122 24 4455
Pacientes =150TAG 4.00000 4.20508 1.000 -7.6306 15,6306
Pacientes <150 TAG ~ Controles <150 TAG -17.05556 437435 002 -29.1543 -4.9568
Controles =150 TAG -10.16667 516258 332 -24.4455 41122
Pacientes =150TAG -6.16667 444217 1.000 -18.4530 61197
Pacientes >150TAG ~ Controles <150 TAG -10.88889" 318833 .0os -19.7073 -2.0705
Controles =150 TAG -4.00000 4.20508 1.000 -15.6306 7.6306
Pacientes <150 TAG 616667 444017 1.000 -6.1197 18.4530

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05,
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Tabla 10S. Niveles de LDL en pacientes y controles, normotrigliceridemicos e

hipertrigliceridemicos

Comparaciones miltiples
Variable dependiente: LDLT
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite
(1) CLASTAG2 (J) CLASTAG2 medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Bonferroni Controles <150 TAG ~ Controles =150 TAG -5.29841 16.03614 1.000 -48.6518 39.0550
Pacientes =150 TAG -18.98889 16.97106 1.000 -65.9281 27.9503
Pacientes =150TAG 2681944 12.36968 214 -7.393 61.0320
Controles =150 TAG ~ Controles <150 TAG 5.20841 16.03614 1.000 -38.0550 49.6518
Pacientes <150 TAG -13.60048 2002913 1.000 -69.0879 41.7069
Pacientes »150TAG 3211786 16.31436 333 -13.0051 77.2408
Pacientas <150 TAG  Controles <150 TAG 18.98889 16.97106 1.000 -27.9503 65.9281
Controles =150 TAG 1369048 2002913 1.000 -41.7069 69,0879
Pacientes =150TAG 4580833 17.23419 066 -1.8587 93.4753
Pacientes >150TAG ~ Controles <150 TAG -26.81944 12.36968 214 -61.0320 7.391
Caonftroles =150 TAG -32.11786 1631436 333 -77.2408 13.0051
Pacientes <150 TAG -45.80833 17.23419 066 -93.4753 1.8587
Tabla 11S. Niveles de HDL vy triglicéridos
Comparaciones multiples
Variable dependiente: HOLT
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite
() CLASTAG (J) CLASTAG medias {|-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Bonferroni Controles <150 TAG  Controles =150 TAG 6.88889 413337 B17 -4,5434 18.3211
Pacientes <150 TAG 17.05556 437435 .002 4.9568 201543
Pacientes =150TAG 10.88889° 318833 008 2.0705 19.7073
Controles >150 TAG ~ Controles <150 TAG -6.88889 413337 817 -18.3211 45434
Pacientes <150 TAG 1016667 516258 332 -4.1122 24.4455
Pacientes »150TAG 4.00000 4.20508 1.000 -7.6306 15.6306
Pacientes <150 TAG  Controles <150 TAG -17.05556 437435 .002 -29.1543 -4.9568
Controles =150 TAG -10.16667 516258 332 -24 4455 41122
Pacientes =150TAG -6.16667 4.44217 1.000 -18.4530 61197
Pacientes =150TAG Controles <150 TAG -10.88889 318833 .008 -19.7073 -2.0705
Controles =150 TAG -4.00000 4.20508 1.000 -15.6306 7.6306
Pacientes <150 TAG 616667 444217 1.000 -6.1197 18.4530

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Tabla 12S. Niveles de LDL en controles y pacientes normuricemicos e

hiperuricemicos.

Comparaciones miiltiples

Variable dependiente: LDLA
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Errar Limite

() CLASIAU (J) CLASIAL medias (-J) estandar Sig. Limnite inferior superior
Bonferroni Controles con AlU<7.2  Pacientes con AlJ=7.2 2.39467 1462599 1.000 -34.0090 38.7983
Pacientes AU=7.2 25.09723 12.86552 A72 -6.9246 57.1191
Pacientes con AU=7.2  Controles con AU=7.2 -2.39467 1462599 1.000 -38.7983 34.0090
FPacientes All=7.2 2270258 16.31532 A13 -17.9057 63.3109
Pacientes Al=7.2 Controles con Al=7.2 -25.09723 12.86552 72 -57.119 6.9246
FPacientes con AlJ=7.2 -22.70258 16.31532 A13 -63.3109 17.9057
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Tabla 13S. Niveles de LDL en controles y pacientes con respecto a su peso

“ariable dependiente: LDL

Comparaciones miiltiples

Tabla 14S. Niveles de colesterol y LDL en pacientes y controles

Variable dependiente:  LDLC

Comparaciones miiltiples

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite

() PESOCLAS (J) PESOCLAS medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Bonferroni Controles normopeso  Controles sobrepeso 984667 16.00404 1.000 -37.7041 57.3974
Pacientes normopeso 3366667 24 79335 1.000 -39.9886 107.3319
Pacientes sobrepeso 21.26667 15.56144 1.000 -24.9690 67.5024
Pacientes obesidad 4.90000 18.93623 1.000 -51.3628 61.1628
Controles sobrepeso Controles normopeso -9 84667 16.00404 1.000 -A7.3874 3T.T0H
Pacientes normopeso 23.82000 2580573 1.000 -52.8533 100.4933
Pacientes sobrepeso 11.42000 1712847 1.000 -39.4716 62.3116
Pacientes obesidad -4.94667 20.24368 1.000 -65.0941 55.2008
Pacientes normopeso  Controles normopeso -33.66667 24.79335 1.000 -107.33149 39.9986
Controles sohrepeso -23.82000 2580573 1.000 -100.4833 52,8533
Pacientes sobrepeso -12.40000 25.53361 1.000 -88.2647 63.4647
Pacientes obesidad -28.76667 27.71880 1.000 -111.1270 53.5936
Pacientes sohrepeso Controles normopeso -21.26667 1556144 1.000 -67.5024 24 96490
Controles sobrepeso -11.42000 1712847 1.000 -62.3116 39.47186
Pacientes normopeso 12.40000 2553361 1.000 -63.4647 88.2647
Pacientes obesidad -16.36667 19.89563 1.000 -76.4800 427467
Pacientes ohesidad Controles normopeso -4.90000 18.93623 1.000 -61.1628 51.3628
Controles sohrepeso 4 B4G6T 20.24368 1.000 -55.2008 65.0941
Pacientes normopeso 28.76E6T 27.71880 1.000 -53.5936 111.1270
Pacientes sobrepeso 16.36667 19.89563 1.000 -42 7467 75.4800

99% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Lirnite

(I CLASCOL (J) CLASCOL medias (-J) estandar Sig. Limite inferior supernior
Gome o ot 2
Pacientes <200 498750 8.83033 842 -26.3082 36.2842
Facientss =200 -34.26667 30.12051 684 | 1931614 124.6281
Conrores »200 Gonroles <200 44 85000 77777 000 177220 719780
zif:;?:iglgzno 4983750 8.48249 .00 20.6315 79.0435
zzf&z?éergljzuo 10.58333 3001773 983 -149.0257 170.1924
Pacietes <200 comroes <200 -4.98750 883933 | 042 | -35.2842 25,3092
Conoles »200 -49.83750° sas24s | 000 | -79.0435 -206315
Pacientss =200 -33.25417 30.31015 600 | -196.8927 118.3844
e 200 o es <200 3426867 | 30.12051 884 | 1246281 1931614
gglr:;c;:ersrmo -10.58333 3001773 983 -170.15924 1490257
zzlc.:;l:;ersl‘zﬂﬂ 3925417 30.31015 600 -118.3844 1968927

* La diferencia de medias s significativa en el nivel 0.01.
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Tabla 15S. Niveles de acido urico en pacientes y controles con respecto a su peso.

Comparaciones miiltiples
Variable depandiente:  AUP
99% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite

() PESOA (J) PESOA medias (-J) estandar Sig Limite infarior superior
Games-Howell  Confroles normopese  Controles sobrepeso - 46788 38313 739 -1.8709 9352
Pacientes normaopeso -3.71333 1.55548 368 -27.8827 20.4561
Pacientes sobrepesa -2.08606" 49965 004 -3.9830 =189
Pacientes obesidad -3.47587 77580 010 -6.9473 -.0043
Controles sobrepeso  Controles normopeso 46788 38313 739 -.9352 1.8709
Pacientes normopeso -3.24545 1.55369 443 -27.58M 21.0962
Pacientes sobrepeso -1.61818 49405 032 -3.5155 21N
Pacientes obesidad -3.00795 a2 023 -6.4878 4719
Pacientes normopeso  Controles normopeso 371333 1.55648 168 -20.4561 27.8827
Controles sobrepeso 3.24545 1.55369 443 -21.0962 27.58M
Pacientes sobrepeso 162727 1.58644 a3 -19.6702 23.2247
Pacientes obesidad 23750 1.69382 1.000 -16.0105 16.4855
Pacientes sobrepeso  Confroles normopeso 208606 49955 004 1891 3.9830
Confroles sobrepeso 1.61818 49405 032 =279 35155
Pacientes normapeso -1.62727 1.58644 831 -23.2247 19.9702
Pacientes obesidad -1.38977 B3616 A -4 8777 2.0981
Pacientes obesidad Controles normopesa 347583 77580 010 0043 6.9473
Controles sobrepeso 3.00795 Jrmm 023 - 4719 6.4878
Pacientes narmopeso -.23750 1.69382 1.000 -16.4855 16.0105
Pacientes sobrepeso 1.38977 83616 491 -2.0981 48777

* La diferencia de madias es significativa en el nivel 0.01.
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Il. Pruebas estadisticas para el analisis de expresion relativa de genes de

inflamacion en pacientes con gota inter-critica y controles sin gota ni

hiperuricemia, en células mononucleares.

Tabla 16S. Expresion de ALPK1 en pacientes y controles respecto a sus niveles de

acido urico

Yariahle dependiente:

EXPALPK

Comparaciones miiltiples

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Errar Limite

() CLASALPK1 {J) CLASALPK1 medias (I-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Bonferroni Controles =7.2 AL)  Pacientes <7.2 AU - 16629 09734 308 -.4185 0859
Pacientes =7.2 AL -.07038 [07B50 1.000 - 2686 1278
Pacientes <7.2 AU Controles <7.2 AU 6629 0a734 308 -.0858 4185
Pacientes =7.2 ALl 09591 10425 1.000 -1742 3660
Pacientes =7.2 AU Controles <7.2 AU 07038 07650 1.000 -1278 2686
Pacientes <7.2 AL -.09591 10425 1.000 - 3660 1742

Tabla 17S. Expresion de ALPK1 en

Variable dependiente. EALPKIPESO

Comparaciones miiltiples

pacientes y controles respecto a peso

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite
() ALPK1PESO (J) ALPK1PESO medias (I-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Games-Howell Personas con Personas con sobrepeso -11211 07398 310 -.3028 0786
normopeso Personas con obesidad -23367 06105 017 4152 -.0521
Personas con sobrepeso Personas con
normMopeso 1211 07398 310 0786 .3028
Personas con obesidad 12156 .07280 266 3232 0800
Personas con obesidad Personas can
noMMopesn 23367 06105 017 0521 4152
Personas con sobrepeso 12156 07290 266 0800 3232

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05,

Tabla 18S. Expresion de TLR4 en pacientes y controles respecto a sus niveles de

acido urico

Variahle dependiente: EXPTLR4

Comparaciones miuiltiples

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite

() CLASTLR4 (J) CLASTLR4 medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Games-Howell  Controles <7.2AU  Pacientes <7.2 AU 01692 04424 923 -1035 1373
Pacientes >7.2 AU -.16480 09086 258 -.4611 1315
Pacientes <7.2AU  Controles <7.2 AU -,01692 04424 923 -1373 1035
Pacientes >7.2 AU -18172 09210 21 -.4782 1147
Pacientes >7.2AU  Controles <7.2 AU 16480 09086 258 -1315 4611
Pacientes <7.2 AU 18172 09210 211 -1147 4782
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Tabla 19S. Expresiéon de TLR4 en pacientes y controles respecto a peso

Comparaciones miiltiples

Variable dependiente: EXPTLR4p
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Errar Limite
() ClasTLR4p (J) ClasTLR4p medias (I-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Bonferroni Personas con Personas con sobrepeso -.03056 07477 1.000 -2243 1632
normopeso Personas con obesidad -00045 13229 1.000 -3432 3423
Personas con sobrepeso  Personas con
normopeso 03056 07477 1.000 -1632 2243
Personas con obesidad 03011 13681 1.000 -3244 3846
Personas con obesidad Personas con
normopeso 00045 13229 1.000 -.3423 3432
Personas con sobrepeso -.03011 13631 1.000 -.3846 3244
Games-Howell Personas con Personas con sobrepeso -.03056 .08450 931 -.2559 1948
normopeso Personas con obesidad -00045 05383 1.000 -.2022 2013
Personas con sobrepeso Personas con
normopeso 03056 08450 931 -1948 12559
Personas con obesidad 03011 .08478 933 -.2105 2708
Personas con obesidad Personas con
normopeso 00045 05383 1.000 -.2013 2022
Personas con sobrepeso -.03011 .08478 933 -.2708 2105

Tabla 20S. Expresion de IL1j3 en pacientes y controles respecto a sus niveles de acido

urico
Comparaciones miiltiples
Variable dependiente: EXPIL1B
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite

() CLASIL1B (J) CLASIL1B medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Games-Howell  Controles <7.2 AU Pacientes <7.2 AU -1.04300 58657 .270 -2.9675 8815
Pacientes =7.2 AU -.04868 .30105 986 -.8632 7659
Pacientes <7.2 AU Controles <7.2 AU 1.04300 58657 270 -.8815 2.9675
Pacientes =7.2 AU 99431 60647 .308 -.9209 2.9096
Pacientes 7.2 AU Controles <7.2 AU .04868 .30105 986 -.7659 8632
Pacientes <7.2 AU -.99431 60647 .308 -2.9096 9209

Tabla 21S. Expresion de IL1B en pacientes y controles respecto a peso

Comparaciones miiltiples
Variable dependiente:  IL1Bp
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error . Limite

() CLASIL1Bp (J) CLASIL1Bp medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Bonferroni Personas con Personas con sobrepeso -.34576 38152 1.000 -1.3425 6510
normopeso Personas con obesidad - 64622 55287 769 -2,0906 7982
Personas con sobrepeso :grr;';”pa:s;“ 34576 38182 1.000 - 6510 1.3425
Personas con obesidad -.30046 56588 1.000 -1.7789 1.1780
Personas con obesidad E:rr;"o“pa:s:“" 64622 56287 769 -7082 2.0906
Personas con sobrepeso 30046 56588 1.000 -1.1780 17789
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Tabla 22S. Expresion de ABCG2 en pacientes y controles respecto a sus niveles de
acido urico

Comparaciones miftiples
Varlable dependiente: EXPABCG2AL

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error i Limite

(I} CLASUABCG2AL (J) CLASUABCG2AL medias (HJ) estandar Sig. Limite inferior superior
Bonfarroni Controles <7.2 mg/dLAL  Pacientes <7.2 mgidL AL -01158 04044 1.000 - 1183 0952
Pacientes =7.2 mg/dL AL 00196 03133 1.000 - 0807 0846
Pacientes <7.2 mgidL AL Confroles <7.2 mgldL AL 01158 04044 1.000 -0952 1183
Pacientes =7.2 maldL AL 01354 04430 1.000 -1034 1308
Paciantes »7.2 mg/dL AU Confroles <7.2 mg/dL AU - 00196 03133 1.000 -0846 [oso7
Pacientes <7.2 mgldL AL -01354 04430 1.000 - 1305 A034

Tabla 23S. Expresiéon de ABCG2 en pacientes y controles respecto a sus niveles de

triglicéridos

Coimpar aciones muliples
wanable gependisms:  EXPABCO2TAD
&5% da interato de confianza
Difarencia de Erros . Limits
S AR T TAC LI ARG T madias (-Jdp CFaET-F1j Sig. Limits Infgriar Suparior
Garmas-Howall $-:E|rﬂ|ﬁ5 =150 mgrdL #:Slrl:ﬂd! * 150 rmgidL. L ATRed oareTe R4 - 4181 159%
[ -
T:é.em.es 150 mandl -028512 0455 [-1E] -.5893F 5235
P tos > 15 dl
Faclantes > 150 mghl -.0g359 oseg8 442 -.2888 1018
:::Elrnlos =150 mgrdL ?:Sl.rmus =150 rmgidL 12844 [— 364 L1593 i
L -
Jacientas <150 malal 88332 araas &8 - 1886 3752
L b 150 dl
Caciamtas = 156 mal 03485 05205 380 -.2525 3222
?:Eunles < 150 moldL $:£Iro1us <150 rmgldl [r— P sag . P

trod L |
Fapmetes = 150 el -08332 o783 829 - 3TE2 1088

T s = ASE marL - 0545 06387 708 - 2632 1483
::{C:aﬂld'ﬂ = 150 maidl $:£|r&133 =150 rprdl e asasE 147 A0 E 1888
Saptrotes = 1S4 ML -ar48s 08208 80 -3222 2528
Faglmes <158 manal L 06387 o4 - 1453 2632

Tabla 24S. Expresion de ABCG2 en pacientes y controles respecto a su peso

Comparaciones miiltiples

Variable dependiente: EABCG2PESO

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite
() ABCG2PESO (J) ABCG2PESO medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Banferroni Personas con Personas con sobrepeso -.04979 .04001 686 -.1548 0553
normopeso Personas con obesidad 01328 06843 1.000 - 1664 1929
Personas con sobrepeso  Personas con
normopeso 04979 04001 686 -0553 1548
Personas con obesidad 06306 06959 1.000 - 1196 2457
Personas con obesidad Personas con
normopeso -.01328 06843 1.000 -1828 1664
Personas con sobrepeso -.06306 06959 1.000 - 2457 1196
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Tabla 25S. Expresion de URAT1 en pacientes y controles respecto a sus niveles de

acido urico

Yariahle dependiente:

EXPURATIAL

Comparaciones miiltiples

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite

(I) CLASURATAL (J) CLASLURATAL medias (-J) estandar Sig. Lirnite inferior superior
Bonferroni Controles <7.2 maldL AU Pacientes =7.2 mo/dL AU 03124 025048 676 -.0337 0ee62
Pacientes =7.2 mg/dL AU 00249 02346 1.000 -.0583 0633
Pacientes <7.2 mog/dL AU Controles =7.2 mo/dL AU -.03124 025048 676 -.0862 0337
Pacientes =7.2 mo/dL AU -.02876 02912 1.000 -1042 0467
Pacientes =7.2 mo/dL AU Controles =7.2 mo/dL AU -.00249 02346 1.000 -.0633 0583
Pacientes <7.2 mg/dL AU 02876 02812 1.000 -.0467 1042

Tabla 26S. Expresion de URAT1 en pacientes y controles respecto a sus niveles

triglicéridos

Wariable dependiente:

EXPURAT1TAG

Comparaciol

nes miltiples

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Erraor Limite

() CURATITAG () CURAT1TAG medias (I-J) estandar Sig Limite inferior superior
Bonferrani Contrlss <750 mgraL Controlss > 150 maraL ooaot “omes o e 218
_T_:([;ientes =150 mgfdL 02826 03091 1.000 ~1179 0613
Pacientss » 150 mafdL -.01659 02499 1.000 -.0890 0559
?:gtlules>150 maofdL ?:gtlules =150 mo/dL 05861 02869 318 0245 1418
Paclentss <150 mafdL 03035 03450 1.000 _o&a7 1304
Paclentss = 150 mofdL 04202 02932 895 -.0430 1270
$l:éientes<150 moidL _(I'_):gtmles =150 mg/dL 02826 03081 1,000 0613 1178
Controles =150 mojdL -.03035 03450 1.000 -1304 0BS7
Paclentss = 150 mofdL 011868 03150 1.000 -.0796 1030
$:(c3ientes>150 moidL _(I'_):gtmles =150 mg/dL 01658 02488 1000 558 0830
Controles =150 mojdL -.04202 02932 @85 -1270 0430
Paclentss =150 mofdL -01168 03150 1.000 -1030 07986

Tabla 27S. Expresién de URAT1 en pacientes y controles respecto a su peso

Variable dependiente; EURATIPESO

Comparaciones miiltiples

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite
() URAT1PESO (J) URAT1PESO medias (-J) estandar Sig. Limite infarior superior
Bonferroni Personas con Personas con sobrepeso 00378 017 1.000 -.0458 0535
normopeso Persanas con obesidad 02721 02752 | 1.000 - 0441 0035
Personas con sobrepeso  Personas con
normopeso -00378 01917 1.000 -0535 0459
Personas con ohesidad 02343 02929 1.000 -0525 0993
Personas con obesidad ~ Personas con qm I
normopeso =027 02752 1.000 -.0985 044
Personas con sobrepesao - 02343 02424 1.000 -.0883 0525

de
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Tabla 28S. Expresion de SLC2A9 en pacientes y controles respecto a sus niveles de

acido urico

Variable dependiente: EXPGLUTYAL

Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite

) CLASGLUTAL (J) CLASGLUTAU medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Bonferroni Controles =7.2 mg/dL AL Pacientes <7.2 mg/dL AU 05781 18709 1.000 -.4222 5380
Pacientes =7.2 mo/dL AL 13367 15861 1.000 -2733 5407
Pacientes <7.2 mg/dL AL Controles 7.2 mgidL AL -.068791 18708 1.000 -.5380 4222
Pacientes =7.2 maldL AU 07577 20654 1.000 -.4542 6057
Pacientes =7.2 mg/dL AU Controles =7.2 ma/dL AU - 13367 15861 1.000 -.5407 2733
Pacientes =7.2 mo/dL AU -07a77 20654 1.000 -.6057 4542

Tabla 29S. Expresion de SLC2A9 en pacientes y controles respecto a sus niveles de

triglicéridos

“ariahle dependiente: EXPGLUTSTAG

Comparaciones miltiples

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite
() CGLUTITAG (J) CGLUTITAG medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Bonferroni .?fgtm'es =150 ma/dL %fgtm'es =150 mardL -.28750 19694 944 -8537 2787
$§élentes<150 mafdL 11784 .23538 1.000 -.5589 .T946
_Prig'emes > 150 mo/dL -.00849 15870 1.000 -.4648 4478
_(I?:gtroles>150 magfdL _(?:gtroles =150 mgfdL 28750 109594 944 2787 8537
.Pr:gemes <150 mo/dL 40535 25786 774 -3360 1.1467
_T_:élentes = 150 mofdL 27802 19044 935 -.2685 8266
_Pr:élentes<150 magfdL _(?:gtroles =150 mgfdL 11784 23539 1 000 7946 5589
-?:gtmles = 150 mafdL -.40535 25786 774 -1.1467 3360
Pacientss =150 mafal -12633 22998 1.000 -7875 5349
_Pr:élentes=150 mafdL _(IZ_):SII'DIES =150 maofdL 00849 15870 1 000 4478 1648
_(IZ_):SII'DIES > 150 mgfdl -.27802 19044 935 -.8266 2685
Pacientes = 150 mafdL
TAG g 12633 22998 1.000 -5349 7875
Tabla 30S. Expresion de SLC2A9 en pacientes y controles respecto a su peso
Comparaciones multiples
“ariable dependiente: EGLUTPESO
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite
() GLUTGPESD (J) GLUTIPESO medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Bonferroni Personas con Personas con sobrepeso -.02441 05854 1.000 -1751 1263
nermopeso Personas con ohesidad 03006 06800 1.000 1448 .2051
Personas con sohrepeso Personas con
noMmopeso 02441 .05854 1.000 -1263 751
Personas con obhesidad 05448 .0E918 1.000 -1236 2325
Personas con ohesidad Personas con
normopeso -.03006 .06800 1.000 -.2081 1449
Personas con sobrepeso -.05448 08919 1.000 -.2325 1236
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Tabla 31S. Expresion de SLC22A3 en pacientes y controles respecto a sus niveles de
acido urico

Comparaciones miiltiples

Yariahle dependiente: EXPOCT3AL
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Errar Limite

() CLASOCT3AU (J) CLASOCT3AU medias (--J) estandar Sig. Limnite inferior superior
Bonferroni Controles <7.2 mgidL AL Pacientes <7.2 mgidL AL 003585 12740 1.000 -.3427 34498
Pacientas =7.2 maidL AU 04838 11450 1.000 -.2628 35496
Pacientes <7.2 mg/dLAL  Controles <7.2 ma/dL AU -.00355 12740 1.000 -.3498 3427
Pacientes =7.2 mg/dL AL 04484 14782 1.000 -.3568 4466
Pacientes =7.2 mg/dLALU  Controles =7.2 mg/dL AU -.04839 1450 1.000 -, 3596 2628
Pacientes <7.2 maidL AU -.04484 14782 1.000 - 4466 3569

Tabla 32S. Expresion de SLC22A3 en pacientes y controles respecto a sus niveles de
triglicéridos

Comparaciones maltiples

Variable dependisnte: EXPOCTITAG
95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error ) Limite

N COCTITAG {J) COCTITAG medias (FJ) estandar Sig. Limite inferiar Supemnior
Games-Howell _E:Gniroles <150 mgrdL %‘ogtmles » 150 mgddL 04125 06723 a4 1g35 2860
TS < 1SDmalL - 05242 24874 476 -4.4485 42647
Pacientes > 150 mafol 02698 0704 085 2118 2658
?J:G"m'e s > 150 moldL %f;""'es =150 mglal. -04125 06723 924 -.2660 1835
::gem” <130 mgfdL 13368 24344 936 -5.3452 5.0788
Facientes = 150 mafl -01427 05885 a0 - 2348 2062
.'::gems <150 moldL. %:;""'es <150 mgidL 09247 24ET4 o976 42647 14405
%:g""'“ > 150 mgldl 13368 24344 936 -5.0768 5.3462
#:gem“ > 150 myldl 11841 24664 953 -4.5451 47839
?:gemeg > 150 mgldl. %fg""'es =150 mglal. -.02698 07804 885 ..2658 2118
%\?Etrolesﬂsumq-'uL 01427 05896 994 2082 2348
Tag s s TenmalL 11841 24664 953 47633 45851

Tabla 33S. Expresiéon de SLC22A3 en pacientes y controles respecto a su peso

Variable dependiente: EOCT3PESO

Comparaciones miiltiples

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite
() OCT3PESO (J) OCT3PESO medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Bonferroni Personas con Personas con sobrepeso -26028° .08262 023 - 4872 -.0334
normopeso Personas con obesidad -15993 09812 381 -.4294 1095
Personas con sobrepeso  Personas con 8
normopeso .26028 08262 023 0334 4872
Personas con obesidad 10036 10584 1.000 -.1903 3910
Personas con obesidad Personas con
normopeso 15883 09812 ci: | -.1095 4294
Personas con sobrepeso -10036 10584 1.000 -.3910 1903

151



Il. Gréficas de expresidon de genes de inflamacion respecto a diferentes
parametros bioquimicos

1S. Expresion ALPK1 respecto a los niveles de PCR
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8 7
Andlisis de expresiéon de ALPK1 comparado con los niveles de PCR de pacientes y
controles. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba t de student con
correccion de Bonferroni*. EEM, error estandar muestral; PCR, proteina C reactiva.

2S. Expresion TLR4 respecto a los niveles triglicéridos en pacientes
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Andlisis de expresién de TLR4 comparado con los niveles de triglicéridos de pacientes. Los

datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccién de Bonferroni.
EEM, error estandar muestral.
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3S. Expresion de ABCG2 respecto a los niveles de colesterol
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Nomocolesterol%mlcos Hipercolesterolemicos

Analisis de expresion de ABCG2 comparado con los niveles de colesterol de pacientes y
controles. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de
Bonferroni. EEM, error estandar muestral.

4S. Expresion de ABCG2 respecto a los niveles de HDL

0.07

m Controles
m Pacientes

Expresion relativa ABCG2/GAPDH

12 ypLeOmgrdL 9

Analisis de expresion de ABCG2 comparado con los niveles de HDL de pacientes y controles.
Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de
Bonferroni. EEM, error estandar muestral.
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5S. Expresion de ABCG2 respecto a los niveles de LDL
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Analisis de expresién de ABCG2 comparado con los niveles de LDL de pacientes y controles.

Los datos estdan expresados como media £+ EEM. Prueba ANOVA con correccion de
Bonferroni. EEM, error estandar muestral.

6S. Expresion de SLC22A12 respecto a los niveles de colesterol
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Analisis de expresion de SLC22A12 comparado con los niveles de colesterol de pacientes y

controles. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de
Bonferroni. EEM, error estandar muestral.
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7S. Expresion de SLC22A12 respecto a los niveles de HDL
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Analisis de expresion de SLC22A12 comparado con los niveles de HDL de pacientes
y controles. Los datos estan expresados como media £+ EEM. Prueba ANOVA con
correccion de Bonferroni. EEM, error estandar muestral.

8S. Expresion de SLC22A12 respecto a los niveles de LDL
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Analisis de expresion de SLC22A12 comparado con los niveles de LDL de pacientes

y controles. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con
correccion de Bonferroni. EEM, error estandar muestral.
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9S. Expresion de SLC2A9 respecto a los niveles de colesterol
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Analisis de expresion de SLC2A9 comparado con los niveles de colesterol de pacientes y
controles. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de
Bonferroni. EEM, error estandar muestral.

10S. Expresion de SLC2A9 respecto a los niveles de HDL

0.25

0.2

0.15

u Controles

W Pacientes
0.1

Expresion relativa SLC2A9/GAPDH

0.05

12 13 1 1
HDL 60 mg/dL HDL> 60mg/dL

Andlisis de expresion de SLC2A9 comparado con los niveles de HDL de pacientes y controles.
Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de
Bonferroni. EEM, error estandar muestral.
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11S. Expresion de SLC2A9 respecto a los niveles de LDL
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Analisis de expresion de SLC2A9 comparado con los niveles de LDL de pacientes y

controles. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion
de Bonferroni. EEM, error estandar muestral

12S. Expresion de SLC22A3 respecto a los niveles de colesterol
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Andlisis de expresién de SLC22A3 comparado con los niveles de colesterol de pacientes y

controles. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de
Bonferroni. EEM, error estandar muestral.
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13S. Expresion de SLC22A3 respecto a los niveles de HDL
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Analisis de expresion de SLC22A3 comparado con los niveles de HDL de pacientes y
controles. Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de
Bonferroni. EEM, error estandar muestral.

14S. Expresion de SLC22A3 respecto a los niveles de LDL
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Andlisis de expresion de SLC22A3 comparado con los niveles de LDL de pacientes y controles.
Los datos estan expresados como media + EEM. Prueba ANOVA con correccion de
Bonferroni. EEM, error estandar muestral.
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