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RESUMEN

Introduccion: La ar teritis de T akayasu (TA) es una arteritis inflamatoria croénica
que involucra mayoritariamente a la aorta y sus ramas principales. Su etiologia es
desconocida, per o s € ha aso ciado ¢ on procesos de i nflamacion si stémica por
fallas del si stema i nmune. Las citocinas protéicas, Interleucina-1p (IL-18)y el
antagonista delr eceptord el ai nterleucina-1 (IL-1Ra) so n mediadores m uy
potentes d e | a r espuesta i nflamatoria y ac tuan enlareparacién de tejidos en
inflamacion crénica, de modo que los genes codificantes para estas citocinas pro-
inflamatorias y ant i-inflamatorias son ca ndidatos a estari mplicados en la
patogénesis de la TA.

Metodologia: Se analizaron tres polimorfismos| ocalizados en r egiones
regulatorias (IL1B -511 C>T, IL1B +3954 C>T, IL1RN VNTR 86 pb) de los genes
de las citocinas de la familia de la IL-1 en 58 pacientes mexicanos con TAy 161
individuos mexicanos, no r elacionados, cl inicamente sanos (grupo co ntrol). Las
variantes polimorficas se determinaron por PCR-RFPL con enzimas de restriccion
especificas ( Aval y Taql parael ca so del os SNPen -511y +3954
respectivamente) y por determinacion directa de los productos de la PCR (para el
VNTR en IL1RN). Para evaluar el efecto combinado de los tres polimorfismos se
realizé el analisis de asociacidn multiple nuestra poblacion de estudio.
Resultados: Los resultados de este estudio muestran significancia estadistica en
la presencia del alelo T en estado heterocigoto en el SNP de +3954 del gen IL1B
(p=0.000, OR 95%=4.5,1C=2.22-9.1) y del alelo 1 en el VNTR del gen IL1RN en
estado homocigoto (p=0.009; OR=2.30, 95%; C1=1.2-4.3) en los pacientes con TA
vs controles. Ademas se enco ntré aso ciacion de | a presencia de |os haplotipos
(IL1B -511/ IL1B +3954/ IL1RN VNTR) T-T-1 (p=0.002; OR=5.24, 95%, C1=1.82-
15.14) y C-T-1 (p=0.001; OR=13.73, 95%, Cl=2.81-67.13) con la enfermedad.
Conclusion: La presencia del alelo T del SNP de +3954 del gen IL1B y del alelo
1enel VNTR del gen ILTRN de manera independiente y en co mbinacion estan
asociados con | a su sceptibilidad a padecer ar teritis de Takayasu e n po blacion

mexicana.



ANTECEDENTES
e Definicion de la Arteritis de Takayasu.

La ar teritis de T akayasu ( TA d el i nglés Takayasu’s arteritis), t ambién
conocida como “la enfermedad sin pulso”, es una arteritis inflamatoria cronica que
afecta los vasos grandes e intermedios, con dano frecuente del arco aortico y sus
ramas principales, como las arterias braquiocefalica, carétida, subclavia, vertebral

y renal, asi como las arterias coronaria y pulmonar ).

Las manifestaciones clinicas dependen de la localizacion del dafio arterial y
de la severidad del mismo, por lo que pueden variar desde un estado asintomatico
hasta cuando se presenta con dafio vascular e involucra érganos, lo que conlleva
a si tuaciones complicadas entrel as que dest acan d afio ca rdiovascular,
neurolégico, r enaly pul monar @ Lam ayoriade| os pacientes presentan
desordenes isquémicos de los vasos, mareos, sincope, disturbios visuales, pulso

débil o ausente, o diferencias en la presién sanguinea entre los brazos ©.

La inflamacién de | os vasos lleva al adelgazamiento de la pared, fibrosis,
estenosis, y trombosis (Figura 1). Una progresion mas aguda de la enfermedad
puede causar la destruccion de | a media de la pared arterial, |o que deriva en
aneurismas o en laruptura de |as arterias i nvolucradas. La TA se caracteriza
histolégicamente como una panarteritis, que involucra todas las capas de la pared
arterial, in cluso el adel gazamientod el ai ntima fibrosay /ol as lesiones
arteromatosas tipicas; destruye las células de musculo lisoy su ca pa el astica;
produce infiltracion celular y fibrosis colagena en |la media y la adventicia delgada

alrededor del vasa vasorum .

Los primeros reportes de | a enfermedad sugerian que estaba confinada a
mujeres del este de Asia, pero en la actualidad es reconocida en todo el mundo en
ambos sexos, au nque | as manifestaciones de |l a e nfermedad v arian ent re
poblaciones. La pr oporcién e ntre mujeres y hom bres que padec enes ta

enfermedad parece disminuir desde el este de Asia hacia los paises del oeste ")

~2~



Hay datos que i ndican una p atogenicidad autoinmune, co n m ecanismos
humorales y ce lulares en | a TA ©). L ainfiltracién d e cé lulas i nflamatorias y | a
destruccion de la pared d e | os vasos, asi como el aneurisma ateroesclerdtico
aortico, sugieren fuertemente la presencia de un mecanismo inmunoldgico celular
como un factor primordial en la patogénesis de esta enfermedad. Sin embargo, el
mecanismo pr eciso d e dafno alas células vasculares como | a principal ca usa
desencadenante del proceso a utoinmune aun es desconocidoy r equiere se r

clarificado ©.

El cu rso cl inico de est a en fermedad su ele se r f ulminante, éste p uede
progresar g radualmente co n per iodos de i nactividad se guidos p or r ecaidas, o
puede estabilizarse. De ahi que sea crucial el encontrar marcadores apropiados

para monitorear su actividad ©

D

V)

Figura 1. Esquema del estrechamiento de la luz de una arteria (estenosis) debido al

proceso inflamatorio en esa zona.



e Historia de la Arteritis de Takayasu.

La primera descripcion de la TA fue hecha en 1830 por Rukushu Yamamoto
en un documento d e ca sos de su propia pr actica intitulado “Kitsuo i dan”, qu e
significa: “Reportes médicos de mi hospital privado con el gran arbol naranja’. En
él, Y amamoto, q uien pr acticaba | a m edicina or iental j aponesa, describiaa un
hombre de 45 anos que inicialmente lo visitd por fiebre elevada; un ano después el
paciente se presentd sin pulso en uno de s us brazos y un pul so muy bajo en el
otro; después, ambas arterias carétidas se volvieron no palpables, y el paciente se
presentd d emacrado, co n pér didad e peso, acompafado pordi snea,y

repentinamente murié en el onceavo afio de seguimiento ().

La primera pu blicacion de es ta e nfermedad f ue r egistrada en 1 905 p or
Mikito T akayasu ( Figura 2a), pr ofesor d e o ftalmologia en | a Universidad de
Kanazawa, Japon, quien presenté el tema en 1908 en el doceavo encuentro anual
de la Sociedad Japonesa de Oftalmologia realizado en Fukuoka ®. El expuso el
caso de una mujer de 21 afios de edad cuyo fondo Optico exhibia una anastomosis
coronaria peculiar (Figura 2b). En el mismo encuentro K. Onishiy T. Kagoshima,
ambos con sus propios casos con caracteristicas similares en el fondo 6ptico de

sus pacientes, resaltaron la ausencia de pulso no radial en sus pacientes @),

Takayasu no mencioné la ausencia de pulso en su paciente e indicé que no
tenia anormalidades en su examen médico; por ello, algunos médicos insistieron
en la apelacion de esta enfermedad como “enfermedad de Takayasu-Onishi”. En
1920, K. Ohta, presenta el caso de una necropsia de una paciente femenina de 25
afos de ed ad, en do nde de mostré u na panarteritis que i nvolucraba la in tima,
media y adventicia, y sugirié que el fondo 6ptico caracteristico encontrado era el
resultado de la isquemia por la obstruccidn de los vasos cervicales ). Poco tiempo
después de los primeros reportes, muchos casos fueron reportados en Japon. No
fue hasta 1939 que Y. Shinmi utilizé por primera vez el término de “ arteritis de
Takayasu” en un reporte médico ).



En 195 1,K .S himizuy K .S ano, del d epartamento de ci rugiadel a
Universidad de Tokio, r esumieron | os sintomas clinicos dela TA en un diario
Inglés bajo el nombre de “ pulseless d isease” ( enfermedad si n pul so) ?. Aun
cuando algunos casos fueron reconocidos por diversos autores en el siglo anterior,
fueron Caccamise y Whitman quienes, en 1952, introdujeron el término de “arteritis
de Takayasu” a los paises de occidente en el American Heart Journal . En 1975,
el co mité d e i nvestigacion del D epartamento de S alud y B ienestar de Ja pon
propuso el uso de “arteritis de T akayasu” en ho nor a g uien realizé su primera
descripcion formal ®. O tros sindnimos de | a en fermedad so n: e nfermedad sin
pulso, si ndrome de arco aor tico, si ndrome m edio a 6rtico, t romboaortopatia
oclusiva y arteritis no especifica, entre muchos otros ("). A pesar de la variedad en
la no menclatura, el términode  “arteritis de T akayasu” es reconocido

universalmente ©,

Figura 2. a) Dr. Mikito Takayasu (1859-1938). b) Imagen de una anastomosis
coronaria de la vasculatura retinal, la cual fue bosquejada en 1905 y presentada en el
doceavo encuentro anual de la sociedad japonesa de oftalmologia en 1908 (4),



e Incidencia global de la enfermedad.

La TA es una enfermedad poco comun, con una distribucion mundial, pero
tiene una alta prevalencia en p aises asiaticos como Japén, Corea, China, India,
Tailandia, Singapur, Israel y Turquia, entre otros; asi como en paises de América
central y Sudamérica como Peru, Colombia, México, Brasil y Chile; con una baja

prevalencia en poblaciones caucasicas de Europa y Norteamérica ©.

Una de las caracteristicas epidemiologicas clave de la arteritis de Takayasu
es la preponderancia de la enfermedad en m ujeres jovenes ; del 80 al 90% de
los pacientes son mujeres y la proporcidén entre géneros varia segun la poblacién.
La edad de i nicio de | os sintomas varia de los 10 afos hasta 40 afios, con una
edad m ediade 25 afos. D e forma i nteresante, una e ncuesta i nternacional
realizada por Numanoy col. ?, reveld que |a proporcién m ujer-hombre (M: H)
decrece mientras uno se mueve hacia el oeste y varia en las distintas poblaciones,
desde 9: 1 ( Japon) hasta 1.2:1 ( Suecia),e n Méxicol ar elacibnes de

aproximadamente 6.9:1 ©) (Tabla 1).

También s e h an ob servado di ferencias en el co mportamientod e la
enfermedad d e acuerdo ala zona aortica i nvolucrada con respecto a |la region
geografica estudiada; de m odo que, en Ja pon se afecta al a aorta asce ndente
mayoritariamente; e n ot ros pai ses de A sia, | a aortaa bdominal es t& mas
frecuentemente involucrada, y en paises como India, Tailandia y México es mas
tipica | a pr esencia d e aneurismas en la aorta t oracica y ab dominal ®*). Esto
sugiere una v ariacion en | a patogénesis de la enfermedad d ebido a di ferencias

étnicas y/o ambientales .



Tabla 1. Proporcion entre pacientes mujeres y hombres con TA @),

Pais Nimero Mujeres Hombres Proporcion
de casos mujer/hombre

Japon 2148 1909 239 8.0/1
Corea 47 40 7 5.71
China 500 370 130 2.8/1
Tailandia 63 43 20 2.2/1
India 106 65 41 1.6/1
Israel 56 32 18 1.8/1
Turquia 14 11 3 3.71
México 237 207 30 6.9/1
Brasil 73 61 12 5.1/1
Colombia 35 26 9 2.9/1




e Incidencia de la enfermedad en México.

En M éxico, en el | nstituto N acional d e C ardiologia “ Ignacio C havez”, el
primer caso de esta enfermedad fue mencionada por Puig-Solanes en 1946, pero
fue hasta 1957 cuando se publico, y desde entonces se ha estudiado ®. En el
Instituto N acional de Cardiologia “Ignacio C havez”, en | a Ciudad de M éxico, |a
incidencia de |a arteritis de Takayasu relacionada a la edad es de 9 casos en
10,000 h ospitalizados por lustro (Tabla 2). En nuestro pais, la TA se denomino
arteritis inespecifica d urante v arios afios y con tal nombre aparecieron al gunas

referencias en la literatura .

Tabla 2. Incidencia relacionada a la edad en casos de pacientes con arteritis de

Takayasu en el Instituto Nacional de Cardiologia.

Edad Hosoitalizacia Incidencia
ospitalizacion
Periodo 10-19 20-29 30-39 40-49 Casos P Casos/10,000/
" s - N Total anual
anos anos afnos anos Periodo
1976-
1 2 0 4 14,499 2.7
1979
1980-
6 3 1 12 11,649 10.3
1984
1985-
14 8 1 31 24 537 12.6
1989
1990-
12 1 4 26 23,127 11.2
1994
1995-
5 8 1 20 20,940 9.5
1999
2000-
5 2 6 17 24 186 7.0
2003
9/10,000/
Total 30 43 24 13 110 118,938 .
periodo

Datos personales de la Dra. Ma. Elena Soto. Instituto Nacional de Cardiologia.
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e Caracteristicas clinicas de la enfermedad.

El rango de m anifestaciones del ae nfermedad v aria desd e ca sos
asintomaticos encontrados como: hallazgos casuales de pulsos y presion arterial
desigual en ex tremidades, so plos e hipertension hasta pr esentaciones iniciales
como formas severas y desastrosas. Un patrdn trifasico progresivo se ha sugerido
para la evolucion de la enfermedad ( Tabla 3): fase |, describe el periodo pre-
inflamatorioy pr e-no pul so, ¢ aracterizado por manifestaciones clinicas no
especificas tales como fiebre, ar tralgias y pér dida de peso; fase Il, i nvolucra
inflamacion de los vasos, dominados por dolor de los vasos y sensibilidad; fase lll,
se refiere al estado fibrético, en donde los soplos y la isquemia predominan. No
todos los pacientes siguen este patron .

Tabla 3. Patron trifasico progresivo de la TA @),

Fase Caracteristicas

I Describe el periodo pre-inflamatorio y pre-no pulso, caracterizado por
manifestaciones clinicas no especificas (fiebre, artralgias y pérdida de peso)
II Involucra la inflamacion de los vasos, dominados por el dolor de los vasos y

sensibilidad.

Il  Serefiere al estado fibrético, en donde los soplos y la isquemia predominan.

La enfermedad puede localizarse en una porcion de la aorta abdominal y
toracica y sus ramas, o involucrar a toda la aorta; las arterias pulmonares también
se a fectadas en mas delamitad del os casos. E nor den descendente de
frecuencia, estan afectadas las siguientes arterias: subclavia (85%), descendente
(58%), renal (56%), c arétida (43%), ascendente (30%), aorta a bdominal (20%),
vertebral (17%), iliaca (16%), innominada (15%) y pulmonar (15%) ©.

~0~



La enfermedad comunmente se presenta entre la segunda y tercera década
de vida, con frecuencia el diagnostico no se establece en |a etapa inicial, sino
como r esultado d e manifestaciones tardias, m uchas de ellas secundarias a un
dafo arterial establecido y definitivo, este retraso en el diagndstico puede ir desde
meses hasta afios ®.Enlafase ag uda, ocu rre una i nflamacién ex tensa co n
infiltrados celulares masivos y dafo severo en los tejidos vasculares, mientras que
en | af ase cr 6nica, hay unai nflamacion| ocal g ue oca siona dafio v ascular
persistente, ademas pueden desarrollarse lesiones con caracteristicas patologicas

semejantes a un aneurisma arteroesclerético aortico !

Los sintomas no es pecificos incluyen fiebre, su dor n octurno, pé rdidade
peso, artralgia, mialgia y anemia leve; tan pronto como la inflamacion progresa y
se desarrolla la estenosis, los sintomas mas caracteristicos se vuelven aparentes
y un flujo sa nguineo colateral p uede des arrollarse para compensarlafaltade
irrigacion en el area danada. La estenosis de las ramas de la arteria aorta son las
lesiones tipicas de la TA ), por Io que p ueden presentarse sintomas como | a
claudicacion d e br azos vy piernas, i squemias de érganos, hallazgos clinicos de
pulso y pr esidn s anguinea d esiguales (Tabla 4) ;| os v asos sanguineos del a
cabezay m iembros su periores so nl os m as frecuentemente a fectados. E |

desarrollo de estos sintomas depende de la presencia de perfusion colateral ®),

La afeccién cardiaca se presenta como angina, infarto del miocardio, paro
cardiaco o muerte subita. La baja presencia de di lataciones aneurismales en la
vasculatura pul monar ay uda a di ferenciar ala T A de otros padecimientos que
cursan por un proceso inflamatorio cronico, como la enfermedad de Behcets. Las
enfermedades del tejido co nectivot iendenaa fectarl os vasos pulmonares
pequefios y las lesiones sistémicas estenoticas tipicas distinguenala TAdela
enfermedad tromboembadlica pulmonar. Los sintomas neuroldgicos dependen del
compromiso de las cuatro ramas cerebrales del arco de la aorta; las convulsiones
son poco frecuentesy se aso cian aen cefalopatia hi pertensiva; el dol or y

sensibilidad en los vasos carotideos es comun; la enfermedad de |a retina resulta
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del compromiso en la circulacion de la carétida con hipoperfusion concomitante de
la retina central; las manifestaciones en piel mas comunes son el eritema nodoso y
la piodermia gangrenosa, no hay relacion entre el sitio de las lesiones de la piel y

el vaso afectado ©.

Tabla 4. Sintomas caracteristicos de la TA (2.

Sintomas

Disminucion o ausencia de pulso.

Vasculitis cronica que afecta la intima, media y adventicia de los vasos grandes del
cuello, térax y abdomen.

Presentacion clinica con dolores localizados, sintomas y sefiales de regiones de

isquemia por estenosis y trombosis.

Raramente se presentan con ruptura de vasos.

Cuando se involucra con la aorta ascendente puede causar regurgitacion aortica.
Puede causar la muerte por hipertensiéon renovascular.
Otros sintomas incluyen la disnea, dolores de cabeza, carotodinia, isquemia

miocardial, dolor en las paredes del pecho, y eritemia nodoso.
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e Clasificacion de la arteritis de Takayasu.

Existen varias clasificaciones para esta en fermedad, en este trabajose
utilizé la presentada en la conferencia de | a arteritis de Takayasu de 1 994. E sta
clasificacion esta basada en la regidén anatdomica en la que se presenta el dafno, se
distinguen cinco tipos diferentes (Figura 3). Este sistema es muy util debido a que
hace una comparacién de las caracteristicas del paciente de acuerdo a los vasos

involucrados y ayuda para planear la cirugia ).

Figura 3. Clasificacion angiografica de la arteritis de Takayasu (2).
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e Diagndstico de la arteritis de Takayasu.

Hay evidencia de que la TA se inicia en la primera o segunda década de la
vida, y en esta época, suele ser una enfermedad grave e incluso mortal en casi un
tercio de | os enfermos; per o noes diagnosticada si no has ta q ue apar ecen
manifestaciones de morbilidad co mo se cuela de | as graves lesiones arteriales
estenosantes ). A partir de | as caracteristicas mas tipicas de la TA, el Colegio
Americano d e R eumatologia ( ACR) def inid6 en 199 0 un cr iterio di agnostico

especifico para este desorden (Tabla 5) (.

Tabla 5. Criterios de diagndstico parala arteritis de T akayasu del ACR,

1990. Su diagnostico requiere al menos 3 de los 6 criterios presentes ().
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No existe una prueba de laboratorio diagnéstica o especifica de la TA, no
hay parametros de laboratorio especificos que indiquen la actividad inflamatoria.
Se puede encontrar una anemia normocitica normocromica, trombocitosis de leve
a moderada, hipergammaglobulinemia, presencia de la proteina C reactiva (PCR),
aumento del valor de sedimentacién eritrocitaria (ESR), pero estos datos no son

patognomonicos .

La angiografia es el estandar de or o para detectar |a e nfermedad de los
vasos enla TA, debido a q ue, tanto |a extension y |a naturaleza de | os vasos
involucrados son bien identificadas con esta técnica y, por ser un método invasivo,
permite medir |a presion arterial a través de la lesion estendtica. Una aortografia
completa se recomienda en la evaluacion inicial de la TA; las lesiones son mas a
menudo en s egmentos largos, se pr esentan co mo | esiones de e stenosis u
oclusion arterial de |a aorta y vasos viscerales (figuras 4); los aneurismas pueden
ser sa culares o fusiformes (figura 5) y afectan principalmente a la aorta. En

algunas ocasiones se puede observar circulacion colateral en la zona afectada .

La angiografia dibuja | a per meabilidad de | os vasos pero no pr oporciona
una adecuada informacion sobre el estado inflamatorio de |la pared de | os vasos
®) de aqui quelos hallazgos encontrados no ex cluyen | a pr esencia de un a
ocurrencia temprana ni de | a fase activa de la enfermedad; los hallazgos en la
angiografia p ara evaluar | a act ividad dela TAos u progresion, debense r
interpretados dentro del co ntexto cl inico d e ca da ca so. Las limitaciones para
realizar est udios angiograficos para elm onitoreod el a progresionde | a
enfermedad son su requerimiento de volumenes relativamente grandes de medio
de co ntraste y , por | ot anto, | a acu mulaciéon d e m aterial r adiactivo, ade mas

requiere de equipo especializado y de personal con experiencia O,
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Figura 4. Arteriograma que muestra (A) una arteria carétida derecha comdn muy
delgada, (B) oclusion de la arteria cardtida izquierda comun y, (C) estenosis proximal
de la arteria subclavia izquierda. (D) la arteria vertebral derecha provee el sustento
cerebral dominante (1.

Figura 5. Arteriograma pre-operativo en la que se muestra: (A) una aneurisma
bilateral, y (B) estenosis bilateral severa de la arteria renal (9.
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e Etiologia de la enfermedad.

La causade laTA es desconocida, pero ca racteristicas como su fuerte
predileccion hacia las mujeres, diferencias étnicas, una alta incidencia en p aises
de Asia, Centro y Sudamérica, la presencia de casos con agregacion familiar y en
gemelos monocigéticos, indican una aportacion considerable de factores genéticos

en la susceptibilidad hacia la patogénesis de esta enfermedad. '

La TA ha sido asociada con los genes de clase | y Il del complejo mayor de
histocompatibilidad o MHC (del inglés Major Histocompatible Complex) V. Es bien
sabido que los linfocitos no pueden reconocer y responder a un antigeno a menos
que hay an formado un co mplejo co n u na m olécula del a ntigeno | eucocitario
humano o H LA (del inglés Human Leuc ocyte A ntigen) e n | a su perficie de una
célula presentadora de antigeno ""). Atin mas, las interacciones célula-célula en la
respuesta inmune se sabe que estan mediadas por las moléculas de adhesion
expresadas en ambas células, |as inmunes y las blanco ® Las moléculas de
adhesion intercelulares-1 o | CAM-1 (del inglés Intercelular adhesion molecule-1),
son un | igando para la funcion aso ciada d e antigenos de clase 1 del HLA con
linfocitos e i ntegrinas, se co noce q ue pe rmitenal os linfocitos adherirse y

posteriormente rotar a lo largo de la superficie de las células endoteliales ('?.

Se han realizado varios estudios mediante andlisis serolégico de antigenos
declase Iy Il delH LA, yse hadem ostrado | a aso ciacion so stenida por
mecanismos inmunopatolégicos de untipo esp ecifico con la e nfermedad; no
obstante, los resultados en diversas poblaciones no son consistentes ?. En Japén
y Corea se ha observado una clara relacion con el haplotipo extendido: HLA-B*52,
DRB1*1502, D RB5*0102, D QA1*0103, D QB1*0601, D PA1*02-DPB1*0901 (). E|
analisis secuencial d e est os alelos mostré que al gunos comparten e pitopes
especificos,p orl oq uel apr esenciad eest os podria serun factord e
susceptibilidad a la enfermedad ("). Reportes en México e | ndia revelan una alta
frecuencia de HLA-B5 y B21 ©®); otros estudios en México indican la asociacion con

HLA-B39, DR6 ®. Esta conjuncién con el HLA es para algunos el argumento mas
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fuerte a favor de una patogénesis autoinmune, pero a pesar de estos resultados,

la relacidn entre la TA 'y ciertos subtipos de HLA permanece incierta "% '),

Por otro lado, hallazgos histolégicos de infiltracion de células inflamatorias y
necrosis del as células endoteliales de v asos afectados, s ugieren q ue el
mecanismo de autoinmunidad mediado por células juega un papel primordial en la
patogénesis involucrada . Seha demostradoen pacientes con T Aun a
interaccion de las células T con proteinas endoteliales y de la matriz extracelular "
3 813, 1) como ca usante de dafio vasculary puede |levaral a formacién de
aneurismas. S e ha nr eportado au mentos en | a ex presion de | as proteinas
formadoras de p oros ( perforinas) ®, asi co mo de marcadores de | a ac tividad
celular de las células NK © y de una proteina de choque térmico de 65 kDa en el

tejido adrtico de pacientes con la enfermedad ©.

Los niveles altos de y-globulinas, complejos inmunes circulantes y el factor
reumatoide, proveen evidencia de la participacion de mecanismos humorales en la
patogénesis de la TA ®. En pacientes se han encontrado anticuerpos anti-células
endoteliales o A ECA ( deli nglés Anti-Endothelial Ce Il A ntibodies),y se ha
observado que estos se unen en principalmente a las moléculas de unién de las
membranas "®). La diversidad de | os AECA asociados a enfermedades sugiere
anticuerpos heterogéneos, algunos de el los potencialmente patogénicos que
pueden inducir a autoinmunidad; algunos pueden ap arecer co mo co nsecuencia
del dafio vascular inflamatorio, o debido al factor directamente involucrado en el

proceso de patogénesis '°.
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Generalidades sobre citocinas.

Las citocinas son proteinas secretadas que median y regulan las reacciones
inmunitarias e inflamatorias; tienen bajo peso molecular, generalmente de 15-25
kDa, son muy potentes, a menudo actuan en bajas concentraciones (10'15M), y se
combinan con pequenas cantidades de receptores de |a su perficie ce lular para
producir sus funciones '?. Son sintetizadas por diferentes poblaciones celulares
enr espuesta am icroorganismos yot ros antigenos.S usacci ones son
frecuentemente pleiotropicas, o se a que ejercen multiples efectos sobre distintos
tipos celulares, lo que les permite mediar diversos efectos bioldgicos ('®: ademas
existe ent re el las superposicion y r edundancia c on r especto a su s funciones
individuales, | 0 q ue se ex plicae n p arte porque co mparten co mponentes de
receptores y ut ilizan f actores de t ranscripcion ¢ omunes. S in embargo, de be
destacarse que casi todas tienen propiedades singulares 2. Inician sus funciones
al unirse a receptores especificos de alta afinidad en las células diana. La mayoria
de | as cé lulas ex presa co ncentraciones b ajas de r eceptores para ci tocinas y
senales externas regulan la expresion de los receptores y, por tanto, la reactividad

de las células con estas proteinas '©).

Sus principales funciones (tabla 6) se r elacionan co n el cr ecimientoy
diferenciacion c elular, el pr oceso i nflamatorio, y | a r egulacién d e | a r espuesta
inmune ). Las citocinas que median y regulan la inmunidad innata acttian sobre
células endoteliales y | eucocitos para es timular| as reacciones inflamatorias
tempranas frente a microorganismos, asi como para controlar estas respuestas.
Estas son sintetizadas principalmente por los fagocitos mononucleares, las células
NK'y también p ueden ser se cretadas por macréfagos activados por linfocitos T
estimulados por el antigeno ( es decir,c omo p arte de| ai nmunidad c elular
adaptativa). Las citocinas que act uan en| ai nmunidad ad aptativa |l o hac en
principalmente r egulando el cr ecimientoy ladi ferenciacion de di versas
poblaciones linfociticas, atraen, activan y regulan células efectoras especializadas

para el iminara | os antigenos enl| a fase e fectorad el ar espuestai nmune
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adaptativa. Estas son sintetizadas principalmente por los linfocitos T en respuesta

al reconocimiento especifico de antigenos extrafios ('®).

También estimulan el desarrollo de | as células hematopoyéticas, pues la
diferenciaciéon de las células madre, para convertirse en |os elementos formes de
la sa ngre d entro del am biente d e | a médula 6s ea, es nutrida através dela

produccion de citocinas por las células de la estroma 2.

Las sefales transmitidas por las citocinas originan una serie de eventos que
son necesarios para limitar, r echazar, r eparar o ex acerbar i nmunolégicamente
cualquier clase de dafio tisular '"). Dado que regulan la amplitud y duracién de las
respuestas inmunoinflamatorias, la secrecion de estas proteinas es un fenémeno
breve y aut olimitado '®. G eneralmente no's e al macenan ¢ omo moléculas
preformadas, y su si ntesis se i nicia por t ranscripcién g énica nuev a co mo
consecuencia de | a activacion ce lular. E sta act ivacion de lat ranscripcion e s
transitoria, y 1 os RNAs mensajeros son i nestables, por | 0 q uel a si ntesis de
citocinas también es transitoria. Ademas, la sintesis de algunas de ellas puede ser
mediada por el procesamiento del RNAy por m ecanismos postraduccionales,
como | a | iberacion protedlica de u n pr oducto act ivo a par tir de un pr ecursor

inactivo. Una vez sintetizadas, las citocinas se secretan rapidamente (1.

Sus funciones pueden ser locales y sistémicas; la mayoria actua cerca de
su lugar de produccién, en la misma célula que la secreta (accion autocrina) o en
una cé lula pr éxima (accion par acrina). C uando se producen en ca ntidades
grandes pueden entrar en ci rculacidén, act uar a di stancia (accion end écrina) y
provocar efectos sistémicos '®. Las relaciones entre las diferentes citocinas estan
mediadas por aco ntecimientos celulares, estas interacciones pueden d arse p or
medio d e una cascada en la cual una citocina induce la produccién de otra, a
través de la transmodulacion del receptor para ella y del sinergismo o antagonismo

de dos de ellas que acttian sobre la misma célula 2.
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Las respuestas celulares a las citocinas estan reguladas estrechamente, y
hay mecanismos inhibidores de retroalimentacioén para inactivar estas respuestas.
Estos mecanismos incluyen la induccion de genes que codifican inhibidores de los
receptores de las citocinas o de las vias de transduccion de sefales activadas por
los receptores. Ademas, existen receptores “sefiuelo”, moléculas que bloquean las
interacciones de cinasas de transduccién de senales, fosfatasas que contrarrestan
los efectos de las cinasas activadoras y moléculas que bloquean las interacciones

productivas de factores de transcripcion inducidos por citocinas con el DNA (6.

Tabla 6. Principales tipos de citocinas 2.

Las interleucinas son co nsideradas mensajeros necesarios para m odular
las reacciones inflamatorias, las cuales representan el mecanismo eferente mas
importante de | ar espuesta i nmunitaria. S in em bargo, t ambién act uan ¢ omo
factores que retroalimentan la actividad del tejido hematopoyético, co-estimulan la
diferenciacion de | os linfocitos que han r econocido u n a ntigenoy m odulan | a

cantidad de hormonas producidas por varias glandulas de secrecion interna 2.
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Interleucina 1 (IL-1)

La IL-1 es el principal mediador de la respuesta inflamatoria aguda frente a
microorganismos infecciosos, y es responsable de muchas de las complicaciones
sistémicas de | as infecciones graves. S uf uncion pr incipal es actuar co mo
mediador de la respuesta inmunitaria del hospedero frente a infecciones y otros
estimulos (traumatismos, tumores y otros agentes agresivos). La |L-1 actua en |a

(1), Es el prototipo de | as citocinas pro-

inmunidad innata y e nla inflamacion
inflamatorias, puede inducir o reprimir la expresion de una gran variedad de genes,
junto con la presencia de ot ros estimulantes, particularmente |lectinas o agentes
que incrementan el calcio citosélico '®. También promueve la sintesis de diversas
proteinas; | as cuales, ensu momento, i nducen una ca scada de m oléculas

efectoras pro-inflamatorias 9.

Esta ci tocina puede se r pr oducida por muchos tipos de cé lulas, | as
principales son macrofagos, monocitos, células endoteliales, células de musculo
liso, queratinocitos, fibroblastos, los linfocitos T y B, células dendriticas, neutrofilos

16.19.20) | a cantidad de IL-1 secretada depende del tipo de célula y

y hepatocitos ¢
las condiciones de | a est imulacion. Su produccion pu ede se r est imulada p or
adyuvantes, como el muramil di péptido, lipopolisacaridos (LPS) y/o endotoxinas
presentes en | a pared ce lular de di versos microorganismos '®" que se unen a
receptores de tipo Toll (TLR) y estimulan la liberacién de IL-1 de estas células ')
Otros inductores son las sustancias activadoras de los linfocitos, como el TNF-q,

los factores estimuladores de colonias (CSF) y el INF-y @7,

Los efectos bioldgicos delal L-1de pendend el a c antidad de ci tocina
secretada, a concentraciones bajas actua como mediador de la inflamacion local
sobre | as células endoteliales para au mentar | a ex presibn de moléculas de
superficie g ue median | a adhesion | eucocitaria, c omo | igandos para i ntegrinas.
Mientras que, cuando se se creta e n ca ntidades mayores, lalL-1entraen el

torrente sanguineo y ejerce efectos enddcrinos, como la induccion de fiebre, la
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sintesis de proteinas de fase aguda por el higado y produccion de ne utréfilos y

plaquetas por la médula dsea (figura 6) .

/—" Hipotilamo —= Fiebre

Hipofisis ——= ACTH

LA =

Higado —= Proteinas de
fase aguda

Figura 6. Esquema de las principales actividades de la IL-1 (17),

La IL-1 al interaccionar con su receptor en la célula blanco desencadena
una compleja red de vias de sefalizacion que permiten la expresion de un numero
significativo de g enesy | a si ntesis de di versas proteinas '®). Dentrod e as
principales actividades de la IL-1 (tabla 7) esta la de estimular la multiplicacion de
los linfocitos T, promover su diferenciacion a T colaboradores (Th1) |os cuales
liberan IL-2 e | FN-y, y que a su vezestimulan |a respuesta de los linfocitos T
citotéxicos Y. La IL-1 también activa a | os linfocitos Th2 y, ademas, resulta un
cofactor para estimular |a diferenciacion y proliferacion de | os linfocitos B, de los
cuales depende |a produccion de anticuerpos; por lo que expande la respuesta

celular y humoral del sistema inmune 7).

Muchos de los efectos pro-inflamatorios inducidos por la IL-1 dependen de
su capacidad para, a través del factor de transcripcion kappa B (NF-xB), provocar
un aumento en la sintesis de otras citocinas 2. Cuando la IL-1 estimula al eje
hipotalamico-hipofisiario-adrenal induce la fiebre a través de un efecto directo en el

centro regulatorio de la temperatura en el hipotalamo, posiblemente por estimular
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la produccion de varias substancias inflamatorias derivadas del acido araquidénico

(M 'y de m anerai ndirecta, promueve | a q uimiotaxis y | a de sgranulacién de

neutrofilos y macréfagos; produce la liberacion de la hormona adrenocorticotrépica
(ACTH), a umenta |l a si ntesis de g lucocorticoides, el factor| iberadorde | a

corticotropina (CRF) y proteinas de fase aguda en el higado 7).

Tabla 7. Principales actividades bioldgicas de la IL-1 7).

Interleucina-1

* Estimulalinfocitos T

* Aumenta la sintesisde IL-2, IL-4 e IFN-y

» Aumenta la expresion de TCR

* Estimula linfocitos B

* Aumenta la sintesis de anticuerpos

* Estimula hipotalamo

* Estimula hepatocitos (APP)

* Estimula hipofisis (ACTH)

* Promueve la quimiotaxis de PMN

* Estimulala desgranulacién de PMN

» Estimulala produccién de prostaglandinas
* Provoca hipertensiony shock

* Disminuye Zn** y Fe? en el suero

* Estimulala proliferacién de fibroblastos

= Aumenta la produccion de colagenasa

* Estimula osteoblastosy osteoclastos

* Estimulalas células endoteliales

* Facilita la sintesis de IL-6, IL-8, TNFy TGF-3

Ademas estimula la sintesis de moléculas de adhesion intercelular sobre la
membrana de las células endoteliales y, de este modo, facilita la extravasacion de
los leucocitos. En las células de musculo liso, la IL-1 incrementa la sintesis de si
misma y de otras citocinas; también sirve como un factor de crecimiento autocrino
para estas células ('®. Estos efectos se cree que tienen un papel en el desarrollo

de aterosclerosis y neo-vascularizacién V.



La respuesta aguda es una reaccion sistémica a la infeccién. La protedlisis
del musculo causa un incremento de los aminoacidos disponibles, los cuales son
utilizados por los hepatocitos para la sintesis de estas proteinas; la fiebre estimula
que los linfocitos proliferen; los niveles bajos de zinc y hierro en |a sangre inhiben
la r eplicacion de m icroorganismos; y se presenta un incremento r apido de |l os
niveles de neutrofilos en sangre. Si esta respuesta se estimula de forma cronica,
como ocurre en infecciones persistentes (tuberculosis), puede resultar en dafio al

tejido afectado 8.

A diferencia de otras citocinas, la IL-1 ejerce un control sobre la inflamacion
tanto a nivel nuclear como a nivel de su receptor ?. La IL-1 media sus efectos
bioldgicos a través de un r eceptor de membrana denominado receptor de la IL-1
de tipo |, que participa en | as vias de transduccion de senales que activan |l os
factores det ranscripcion N F-kB y A P-1. Los fendmenos de t ransduccion de
sefales que se producen cuando la IL-1 se une al receptor de la IL-1 de tipo | son
similares alos que se asocianal os TLR. Lat ransduccion de sefiales supone
varios fendmenos de f osforilacion y formacién de nuevos complejos con otras

cinasas y proteinas adaptadoras, que finalmente activan el NF-xB ')

La regulacién de la actividad de IL-1 puede ocurrir en multiples niveles. Por
ejemplo, las prostaglandinas (PG) participan, |o mismo que los glucocorticoides,
enun m ecanismo de r etroalimentacién negativa. L a si ntesis dela P GE, se
incrementa por IL-1 al activar las enzimas fosfolipasas de la membrana y la PGE,
es un regulador de laliberaciéon de | L-1 mediante la via del A MP ciclico; e ste
efecto también se observa por la via del fosfoinositol (PIP) pues al inhibiral a
proteina cinasa C también se reduce | a cantidad de citocina que se libera V.
Fuera de la célula, la concentracion funcional de IL-1 puede disminuir por la accion
de un r eceptor sefiuelo para la IL-1, el cual no produce la senalizacion. Ademas
existe una molécula antagonista producida naturalmente, el recepto antagonista
de la IL-1 (IL-1Ra), que ocupa competitivamente al receptor para la IL-1 pero es

incapaz de desencadenar la ruta mediada por esta citocina !9,
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Organizacion de la familia de la Interleuicina-1.

El término de interleucina-1 es utilizado para dos proteinas distintas pero
relacionadas: | a i nterleucina-1a (IL-1a) y | a i nterleucina-13 (IL-13). Am bas son
producidas como precursores de 31 kDa que se someten a escision proteolitica

9 Los genes q ue co difican

por proteasas especificas durante su maduracion ¢
para la IL-1 estan localizados en el brazo largo del cromosoma 2 (2q13-21) ®3), el
agrupamiento genético consiste de tres genes homologos: IL1A, IL1B e IL1RN que
codifican para tres glicoproteinas distintas: IL-1a, IL-13 e IL-1Ra, respectivamente;

cada uno de las cuales parece estar bajo un control transcripcional independiente
(18)

Ambas proteinas con actividad de IL-1 (a y B) se sintetizan en forma de
precursores de 31 kD a ( pro-IL-1) con valores de pu nto i soeléctrico (pl) distinto
(pl=7.2 y pl=5.3 respectivamente). El gen de la IL-1p humana (/L1B) es de 7.8 kb,
el gen de la IL-1a humana (/IL7A) es de 10.5 kb, cada gen contiene siete exones y
el gen para la IL-1Ra (IL1RN) codifica para una proteina de 23-25 kDa "®. Tanto
la IL-10. como la IL-1p se secretan como proteinas maduras de 17 kDa '®. La IL-
1B es escindida m ediante pr otedlisis por| a pr oteasa d e ci steina ca spasa-1
(también denominada enzima de conversiondelalL-1B ol CE),yl alL-1a es
escindida por la calpaina ""). La forma activa de IL-1B es el producto escindido, en

tanto que, la IL-1o es activa como precursor y como producto escindido 9.

Una caracteristicade lalL-1 es laausenciade un péptido se Aalen la
proteina sintetizada ¥, o que no es muy comtin en proteinas secretadas, por lo

que es secretadap orunav ianocl asica (%

. Lam ayoriade | as proteinas
sintetizadas secretadas tienen un pé ptido de tamafo v ariable enlaregién N -
terminal de | a molécula que facilita el paso a través de la membrana del reticulo
endoplasmico (RE) hacia el interior del mismo, previo a su almacenamiento en el
aparato de Golgi (AG). Sin este péptido una cantidad considerable de la pro-IL-1

permanece asociada a la célula y se localiza casi por completo en el citoplasma 'y

~ 25 ~



no en el RE, el AG o en la fraccién de la membrana plasmatica ®*). Ni la IL-1c. ni la
IL-1pB tienen secuencias senal hidréfobas para dirigir el polipéptido naciente hacia
el RE (19,

A pesar de las similitudes entre estas dos formas de IL-1, ambas presentan
diferentes caracteristicas y actividades en el organismo. Por ejemplo, la IL-1a es
expresada co nstitutivamente b ajo co ndiciones fisiolégicas y es sintetizada
simultaneamente durante la inflamacion; por el contrario, la IL-1p no es producida
a menos que la célula reciba una sefal inflamatoria y, el hecho de que la forma
activa se a | a escindida p or | CE refleja una regulacion estricta '®. Mas aun, |a
secrecion de la IL-1a madura por células humanas es un evento raro y la proteina
no es usualmente detectada en los fluidos corporales de individuos sanos; por lo

que, la IL-1B es la forma secretada de la IL-1 @V.

La not able di ferencia en la regulacion, el procesamiento, | a e xpresion
especifica en el tejido, la localizacion sub-celular y la compartimentalizacion de las
isoformas de la IL-1 sugieren diferentes funciones y participaciones fisiolégicas de
estas moléculas 9. La actividad de cada miembro de |a familia de la IL-1 esta
determinada por su capacidad para transmitir una sefal agonista o actuar como un

antagonista de los receptores %
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o Interleucina-1p (IL-1p).

La IL-1B es el miembro mas estudiado de |a familia de | a IL-1 debido su
papel como mediador de las enfermedades autoinmunes '?). La regién promotora
del al L-1B contiene una ca ja TATA, un a ca racteristica t ipicade | os genes
inducibles. A diferencia de la mayoria de los promotores de citocinas, las regiones
regulatorias de la IL-1p se pueden encontrar distribuidas sobre diversos miles de
pares de bases rio arriba y unas pocas pares de bases rio abajo del sitio de inicio
del at ranscripcion ?Y. D espués desu si ntesis,| apr o-IL-1B permanece
primordialmente en el citosol hasta que es escindida y transportada fuera de la
célula (Figura 7). Existen diversos sitios en la parte de 16 kDa del N-terminal de la
pro-IL-1B que son vulnerables al a accién de e nzimas como tripsina, elastasa,
quimiotripsina, u na q uimiasa d e | os mastocitos y una v ariedad de pr oteasas
encontradas comunmente en fluidos inflamatorios. E xisten v arios niveles de
control de la sintesis de la IL-1B, como la naturaleza compleja de su promotor, la
regulacion del proceso de corte y empalme del RNA mensajero, la fosforilacion de
las proteinas requeridas para la traduccion y la regulacion de | a actividad de | a

caspasa-1 %,

En general, | al iberacibnde | L-13 hacial asa ngre est a
estrechamente controlada y menos del 20% del total de los precursores de IL-1
es procesado y liberado ¥%). Una vez liberada de las células, la IL-1p puede unirse

a su receptor especifico en la superficie celular 4.

Los mecanismos patologicos que i ncrementan | a s ecrecion de | L-1B en
enfermedades autoinmunes son usualmente, pero no siempre, disfunciones en la
activacion de la caspasa-1. Como tal, el efecto de la IL-1 en el sistema inmune es
indirecto. Por ejemplo, la habilidad de la IL-1p para inducir la expresion génica y la
sintesis de la ciclooxigenasa C tipo 2 (COX-2) se debe a la produccion de PGEy; y
es, q uizas, el m ecanismo m as comun pa ra | a su presion i nespecificad e | as

respuestas de células T %),
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Otra propiedad pro-inflamatoria importante de la IL-1p es su habilidad para
incrementar | a ex presion de moléculas de adh esion ¢ omo | as m oléculas de
adhesion intercelulares-1 (ICAM-1) en c élulas mesenquimatosas y las moléculas
de adhesion de células vasculares tipo 1 (VCAM-1) en las células endoteliales %)
Enl ai nflamacion cr énica,j untoco nl ai nduccion d e q uimiocinas, est as
propiedades del al L-13 promueven | a i nfiltracion de cé lulas inflamatorias e
inmunocompetentes desde la circulacion hacia el espacio extravascular y, de ahi,
hacia | os tejidos par a se rr emodelados “®?. Lal L-18 es también un f actor

angiogénico y participa en la metastasis de tumores V.

mRNA IL-1B

Propieza
microtubulo o 5&
el —

ProlL-1p % =
E

yI3 IL-1p

-
Reticulo /—’“'/5_:.5- el — o0 madura

endoplasmico ProlCE ICE activa
P ProlcE (@}

f

\\ 080 080 .@«/J/

Figura 7. Produccion de IL-1B por monocitos humanos (21,

i
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o0 Antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1Ra).

La familia de la IL-1 también incluye miembros que suprimen la inflamacion
@9 Por ejemplo, los fagocitos mononucleares sintetizan una citocina de estructura
homologa a la IL-1 que se une a los mismos receptores, pero carece de actividad
bioldgica, de forma que actua como un inhibidor competitivo; por consiguiente, se
denomina antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra). El IL-1Ra se une al receptor
celular para IL-1 con una afinidad mayor que la IL-1 y reduce la respuesta de IL-1a
e IL-1B @, Esta citocina bloquea la unién de la IL-1 a su receptor en las células T
y fibroblastos, y puede ser un regulador endégeno, pues bloquea la habilidad de la

IL-1 para estimular la generacion de PGE, .

Existen dos formas de IL-1Ra, la soluble (sIL-1Ra) y la intracelular (iclL-
1Ra). La m olécula so luble de | L-1Ra se une al receptor para | L-1, pero esta
interaccién no lleva a la activacion de | as vias de se fializacion ®. Se sintetiza
principalmente en monocitos y macréfagos, pero puede ser producida por varios
tipos celulares. La funcion del iclL-1Ra se cree que regula la liberacion de IL-1a. y

la sintesis de esta citocina en el interior de las células @,

Hoy en dia, la forma recombinante no glicolisada de IL-1Ra, genéricamente
conocido co mo A nakinra ( Kieret ® ), esta a probada en diversos paises para el
tratamiento de artritis reumatoide “? y es probada también para inhibir a la IL-1 en

gota aguda, diabetes mellitus y la urticaria familiar por frio 9.
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0 Receptores paralL-1

De igual importancia es el papel de los receptores para la familia de la IL-1.
Mientras que los receptores que transmiten las sefiales para la inflamacion estan
bien estudiados, aq uellos quet ransmiten se fiales anti-inflamatorias son de
considerable importancia ?%. Los receptores de | as citocinas estan formados por
unaom as proteinas transmembranales cuyas porciones extracelulares son
responsables de la union a las citocinas y cuyas porciones citoplasmicas son
responsables del inicio de las vias de transduccion de sefales intercelulares. Los
receptores de la familia de la IL-1 comparten una secuencia citosélica conservada,
denominada do minio del r eceptortipo Toll del L-1( TIR),y activanvi as de

transduccion de sefiales que inducen transcripcion génica de novo 9.

Existen dos clases de receptores para la IL-1, los cuales son productos de
enes separados; uno es una proteina de 80 kDa llamada receptor de tipo | para la
IL-1 (IL-1RI) y el otro es una proteina de 68 kDa conocida como receptor de tipo Il
paral al L-1(I L-1RI) " A mbosp ertenecen al asu perfamilia del as
inmunoglobulinas y son especificos para la IL-1 ®?. A pesar de ser productos de
genes diferentes, lalL-1a, lalL-1B y el lL-1Ra compiten por la unién a |l as dos

clases de receptores ?2.

La IL-1 extracelular es reconocida y unida por el receptor transmembranal
de IL-1RI el cual forma un complejo con la proteina accesoria de IL-1 o IL-1RAcP
(del inglés IL-1 receptor accessory protein) 9. El dominio citoplasmico de IL-1R1
contiene el dominioT IR, el cu alt ambién se e ncuentrae nl os dominios
citoplasmicos de | osr eceptores tipo Toll (TLR),y q uees crucialpar al a
sefalizacion. Los dominios de TLR para IL-1R1 y también el correceptor IL-1RAcP
son necesarios para la transduccién (figura 8) “%. Launion de la IL-1al L-1RI
activa una ci nasa de nominada cinasa asociada al receptorde IL-1 o | RAK (del
inglés Interleucine-1 R eceptor Associated K inase), | 0 q ue finalmente activa | os

factores de transcripcion NF-kB y AP-1 (9,
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El IL-1RII actia como un “sefiuelo” ya que carece del dominio TIR, y no es
capaz de iniciar la transduccion. En humanos, el dominio extracelular soluble del
receptor de tipo Il (sIL-1RIl) es liberado de la superficie celular por una proteasa;
sIL-1RII tiene una alta afinidad especifica por IL-13 madura y forma un complejo
trimétrico con IL-1RAcP. Este mecanismo sirve para desproveer a la célula tanto
de IL-1B como de su cadena receptora accesoria funcional. El sIL-1RAcP forma
complejos en |la superficie celular y provee la habilidad para reducir la activacion

de los linfocitos B 2,

Figura 8. Esquema de las sefiales de la IL-1 y su regulacion negativa (19),
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Polimorfismos de la familia de la IL-1.

Esta am pliamente de mostrado que el ag rupamiento g enético de la IL-1
contiene varios polimorfismos (tabla 8) ?®, algunos de los cuales se localizan en
las regiones de regulacién de estos genes (figura 9) “”; lo que sugiere un posible
efectoal m odular| a pr oduccién d el a p roteina, al a fectar di rectamente | a
transcripcion, 1o que lleva a su asociacion con niveles alterados de la IL-1. Mas
aun, es tos polimorfismos genéticos se h an aso ciado co n | a pat ogénesis y
severidad del dafio en diversas enfermedades autoinmunes (%, entre ellas las que

cursan con un proceso inflamatorio intenso ¥

Tabla 8. Algunos sitios polimérficos de los genes de la familia de la IL-1 7).
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De los polimorfismos reportados para la |L-13, cuando menos dos podrian
tener una posible influencia para modular la produccion de la proteina @) Uno de
ellos se localiza en la regidn promotora en la posicidn -511, y el otro en el exdn 5
en la posicion +3594; ambos representan un polimorfismo de un solo nucleétido o
SNP (del inglés Single Nucleotide Polymorphism) con un ca mbio de citosina por
unat imina ( C>T) ©®* 27 Las dosv ariantesde S NP ha sido as ociadas
repetidamente co nm JUltiples condiciones clinicas, co moen fermedades
cardiovasculares, asi co mo co n di ferencias cl inicas observadas en | os niveles

proteicos de IL-1B in vivo (" 22-2) Por ejemplo, en algunas leucemias mieloides, el

gen de la IL-1pB parece ser expresado constitutivamente "),

Chr2g

113, 247K 113,3006 113,5890K 113,60BK

fL7A IL1B ILTRN ,

i H

BEICT WSA-BaG=A  |-511C=T  In2 VNTR ExT+T2T=C
(rs1800587) (1143633}  |rs16944)  (B6bpin {rs315952)
EX5+21G>T aTe
{rs17561) (ra1143627)
Ex5 +14 C>T EX4+55C>T|  IVS5+50AT
IVSB+169CA Ho +IE A =4 19508 {rs454078)
mza:fm?a +3953 (BEbp)n { U
i ) (rs11433634) WVS4421C>T
(re423004)

Figura 9. Mapa del agrupamiento de genes de la IL-1 en el que se muestran los genes
IL1A, IL1B e IL1IRN y se indica la posicion de las secuencias nucleotidicas polimorficas.
La direcciéon de transcripcién se muestra debajo de cada gen mediante una flecha
horizontal. Los exones se muestran como rectangulos. Las lineas verticales indican
algunos sitios polimérficos reportados; las punteadas corresponden a los analizados
en este estudio (27).
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Elgen paralalL-1Ra (/L1RN) contiene un polimorfismo de repeticion en
tdndem de numero v ariable d e copias o VNTR (del i nglés Variable N umber o f
Tandem Repeats) de 86 pb en el intrén 2, el cual puede presentar hasta 5 alelos
diferentes: Alelo 1 (4 repetidos) de 410 pb, alelo 2 (2 repetidos) de 240 pb, alelo 3
(5 repetidos) de 500 pb, alelo 4 (3 repetidos) de 325 pb, y alelo 5 (6 repetidos) de
595 pb. Algunos est udios sugieren que el alelo 2 en estado t anto h omocigoto
como heterocigoto p ara est e polimorfismo j uega un papel en | a m odulacion
diferencial de la actividad de la IL-1y se ha asociado con unincremento enla
produccion de IL-1Ra in vivo ?%. Existe evidencia que relaciona este polimorfismo
con la susceptibilidad individual hacia enfermedades como el lupus eritematoso

sistémico, psoriasis y enfermedades inflamatorias de la médula ésea .

Datos recientes apoyan la nocion de que la | L-1junto con su regulador
negativo, el | L-1Ra, participan de forma e sencial e n el desa rrollo de di versas
enfermedades cardiovasculares que cursan con un proceso i nflamatorio se vero;
por ejemplo, la artritis reumatoide, ateroesclerosis, infarto al miocardio, miocarditis,
miocardiopatia dilatada, endocarditis infecciosa o miocardiopatia chagasica (Tabla
9) (202528 | 55 variaciones genéticas que estan asociadas con la sobreexpresion
de mediadores inflamatorios también se co rrelacionan con un mayor riesgo de

eventos cardiovasculares .

Teniendo en cuenta esto, existe considerable evidencia que implica a la IL-
18 yallL-1Raenm Uultiples patologias crénicas y/o aut oinmunes del si stema
cardiovascular "%, como podria ser la TA, y dado que niveles elevados de IL-1pB se
han r eportado en pa cientes con T A '®; es importante co nocer qué factores
genéticos de la familia de la IL-1 pueden desencadenar una susceptibilidad hacia
padecer esta enfermedad (.
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Tabla 9. Mecanismos que involucran a | as citocinas de la familiadelalL-1en

enfermedades cardiovasculares ).

Molécula Enfermedad o

Efecto biolégico Referencia

involucrada desorden

Estimulacion de los promotores de
IL-1B las moléculas de adhesién (VCAM- Ateroesclerosis Kirii y col. 2003 (29
1)

Rajavashisth y col, 1999 (30)

:t—ig Zzblge—lrzf::ltz:::r:at:s::ﬂablllzauon Ateroesclerosis Galis y col. 1995 G1

P Shah y col. 1995 (32
IL-1c Modulacién de los niveles de Ateroesclerosis Kamari y col. 2007 (33
IL-1B colesterol en plasma Merhi y col. 2005 (34
IL-1ot INEECIOf 2el fE.ICtOF 4 e RISk Ateroesclerosis Salven y col, 2002 (23)

del endotelio vascular y .
IL-1B . . r Voronov y col. 2003 (38

estimulacién de la angiogénesis
IL-1ct Induccion de la inflamacion de la Ateroesclerosis .

(37)

IL-163 pared vascular a través del IL-1RI pliskinivicoliz0u

Induccion de la actividad pro-

IL-1B Infarto al miocardio  Schwagner y col. 1994 (38
coagulante
Modulacién  adversa de los . . Bujaky col. 2008 9

1B depdsitos de coldgeno D 2l e Murtuza y col. 2004 (42
Desarrollo  de autoinmunidad Miocarditis

= i (41)

G contra células CD4* autoinmune Effis5an{cl. 2003

Lap  cstimulacion de fa inflamacion por .\ ivic reumatoide  Kay y col. 2005 25
sobre-expresidn
Estimulacion de los promotores de Brarnlsmands de

IL-1B las moléculas de adhesién (VCAM- Basile y col. 1989 (42)

Wegner

1)
Estimulacion de la inflamacion por FNCRCEEL)

IL-1B o P isquémica del Galea y col. 1996 (26)
sobre-expresion .

corazon

IL-1Ra Desregulacién del proceso  Enfermedad dela  Francis y col. 1999 (28
inflamatorio crénico arteria coronaria

IL-1p Estimulacion de anticuerpos anti- Lupus eritematoso y Van der Zee y col. 1994 (3

células endoteliales (AECA) vasculitis
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HIPOTESIS

Puesto q ue | a arteritis de Takayasus e co nsideraun ae nfermedad
inflamatoria de tipo crénico asociada a niveles elevados en las citocinas de tipo
pro-inflamatorio como la interleucina-1, entonces diferencias en las frecuencias de
ciertos polimorfismos en el gen de esta citocina (/L1B) y su antagonista (/L1RN),
entre p acientes y controles, po drian aso ciarse como un factor d e proteccién o

susceptibilidad a padecer la enfermedad en nuestra poblacion.
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e Principal:

OBJETIVO

Analizar los polimorfismos en | as posiciones -511y + 3954 del gendel a

interleucina-1p (IL1B) y en el intrén 2 del gen del antagonista del receptor de

interleucina-1 (IL1RN) en la arteritis de Takayasu en paci entes mexicanos y su

asociacién con la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad.

e Secundarios:

Estudiar el pol imorfismo delgen delalL-1B (IL1B) enlar egion
promotora ( posicion -511) en individuos mexicanos con ar teritis de

Takayasu y sujetos sanos.

Examinar el p olimorfismo delgen delalL-13 (IL1B) enel exdn 5
(posicidén +3954) en individuos mexicanos con arteritis de Takayasu y

sujetos sanos.

Investigar el polimorfismo de r epeticion e nt andem co n n umero
variable de co pias delintron2 del gende |l L-1Ra (/LTRN) en

individuos mexicanos con arteritis de Takayasu y sujetos sanos.

Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
estudiados entre los pacientes con arteritis de Takayasu y el grupo

control.

Determinar la su sceptibilidad de r iesgo/proteccion de los
polimorfismos estudiados de la IL-1 con la arteritis de Takayasu en

una muestra de la poblacion mexicana.

Analizar | a aso ciacion multiple d e los polimorfismos estudiados en

una muestra de la poblacion mexicana.
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DISENO EXPERIMENTAL
e Descripcion.

Ser ealizé un est udio pr ospectivode t ipog enético,t ransversal a
conveniencia por casos y controles, con un muestreo no probabilistico de casos

consecutivos. El estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Bioética.

o Definicion de la poblacion.

Nuestra po blaciéon de est udio co nstd de paci entes mexicanos
diagnosticados con a rteritis de T akayasu por el Servicio de Reumatologia del
Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez”. La clasificacion clinica fue
definida de acu erdo al C olegio A mericano de R eumatologia ( ACR, del inglés
American C ollege of R heumatology), en ci nco su bgrupos de acu erdoa | a

localizacion del dano.

El grupo control incluy6 individuos clinicamente sanos, pareados por sexo y
edad, no e mparentados, reclutados en el I nstituto N acional de Cardiologia " Dr.
Ignacio Chavez" en la Ciudad de México. Los criterios de inclusidn para este grupo
fueron el nacimiento del individuo y 2 g eneraciones de ancestros en el territorio
nacional, con apellidos y caracteristicas fenotipicas tipicos de la poblacién mestiza
mexicana; asi co mo, la a usenciad e e nfermedades conocidas aso ciadas a
inflamacion, hipertension, niveles no alterados de lipidos en plasma, un indice de
masa corporal <30 Kg/m2 y la ausencia de historia familiar de diabetes mellitus tipo

2 y enfermedades coronarias.
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. Tamafio de muestra.

Un total de 58 pacientes con arteritis de Takayasu y 7167 individuos control
fueron incluidos en el estudio; se obtuvo la carta de co nsentimiento de t odos los

participantes por escrito (ver anexo 1).

Para o btener el tamafo d e muestra d e nuestros pacientes se utilizd un
calculo de proporciones en muestras independientes, con un poder estadistico del
95% (p>0.05).

e Metodologia.
0 Extracciéon de DNA.

EI DNA gendmico se aisl6 a partir de 6 m | de sangre periférica total por la
técnica de precipitacidon sa lina (Salting Ou t). E D NA se c uantific6e n un
espectrofotometro a 2 60nm y se realiz6 el ajuste para concentrar el DNA a 200

ng/uL (ver anexo 2).
o Determinacion Genotipica.

Las regiones polimoérficas de la region promotora (posicion -511) y del exoén
cinco en | aregion co dificante (posicion + 3954) del gendel alL-1B (IL1B) se
amplificaron mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa o PCR
(del'i nglés Polymerase C hain R eaction) ( ver anexo 3).L as condiciones
caracteristicas para cada PCR (iniciadores o primers, temperaturas y numero de
ciclos) se presentan en la tabla 10. La amplificacion del producto respectivo de la
PCR se determiné mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% (ver anexo 4).
Para el casodel SNP enla posicion -511 delgen IL1B, el alelo principal (C)
presenta un si tio de corte paralaenzima Aval;y parael casodel SNP de la
posicion +3954 del gen IL1B el alelo principal (C) lo hace para la enzima Taql; por
lo que la deteccion de los alelos presentes en cada individuo se realiz6 mediante

las enzimas de restriccion correspondientes.
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Tabla 10. Condiciones especificas de la PCR y método de deteccién para cada
polimorfismo genético.

Para el caso del SNP de -511, los fragmentos resultantes fueron analizados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio (ver
anexo 4); donde se observaron las bandas correspondiente a los alelos presentes
en el DNA, elalelo1 (C; dos bandas, de 190 pb y 114 pb) y el alelo 2 ( T; una
banda, de 304 pb) (figura 10). En tanto que para el caso del SNP en +3954, los
fragmentos se observaron mediante electroforesis en g el de poliacrilamida o
PAGE (del inglés Poli-Acrilamide G el E lectroforesis) al 8% (anexo 5) tefido con
nitrato de plata (anexo 6), y se observaron los alelos presentes, alelo 1 ( C; dos
bandas de 135 pby 114pb) y el alelo 2 (T; una banda de 249pb) (figura 11).
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Figura 10. Bandas esperadas del PCR-RFPL después del corte con la enzima Aval para

el SNP del promotor (posicién -511) del gen de la IL-1 (IL1B)

Figura 11. Bandas esperadas del PCR-RFLP después del corte con la enzima Taql para

el SNP del exd6n 5 (posicién +3954) del gen de la IL-18 (IL1B).
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Con respecto al VNTR de 86pb del intrén 2 en el gen del IL-1Ra (ILT1RN); se
amplificé est ar egion por P CR (anexo 2 ), | as condiciones caracteristicas se
presentan en |a tabla 10. La determinacién del numero de repetidos para cada
individuo se realiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 3%, tefiido con bromuro
de etidio (anexo 3), para poner de manifiesto los cinco alelos posibles (figura 12):
alelo 1 ( 410pb, 4 r epetidos), alelo 2 (240pb, 2 repetidos), al elo 3 ( 500pb, 5
repetidos), el alelo 4 (325pb, 3 repetidos) y el alelo 5 (595pb, 6 repetidos).

Alelo 1: 410 pb, 4 rep.
Alelo 2: 240 pb, 2 rep.

Figura 12. Bandas esperadas para el VNTR del intrén 2 del gen del IL-1Ra (ILIRN). Se

muestran los genotipos mas frecuentemente reportados en la literatura.
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e Andlisis estadistico.

Se ca Icularon | as frecuencias genotipicas y al élicas de | as variantes
polimorficas de los genes estudiados, tanto en pacientes como en controles, se
llevé a cabo mediante el empleo de la prueba estadistica no paramétrica de 2 X 2
Chi?, basada en el analisis Woolf-Haldane, el valor de p se corrigio por el método
de Bonferroni, de acuerdo a la férmula peor =7- (1- p) ", donde pcorr €s el valor
corregido, p es el valor no corregido,y n es elnumero de |ocCi. peorr <0.05 se

consideré significativo.

Se realiz6 la prueba de conformidad con el equilibrio de H ardy—Weinberg
para la prueba 2 X 2 Chi® con la co mparacién de las frecuencias observadas y
esperadas, mediante la formula (p + q) " donde p y g representan las frecuencias
de dos alelos alternativos en un gen (donde p + g = 1) y n=2 que representa el par

de alelos de la posicién en el gen autosémico (anexo 7).

La comparacion entre pacientes y controles se analizo por la prueba de t de
Student y por un analisis de covarianza (ANCOVA) para evaluar el posible efecto
de los polimorfismos estudiados. La fuerza de | as asociaciones se calculé como
riesgo relativo por el método de Woolf, razon de momios (OR) (Woolf y col. 1955).
El OR indica cuantas veces un individuo portador del alelo en cuestion tiene mas

probabilidad de desarrollar la enfermedad que un individuo que no lo presenta.

Todos los analisis se llevaron a cabo con la utilizacién del programa SPSS
v. 14 ( Inc. C hicago, IL). Parael a nalisis de as ociacion multipled el os
polimorfismos estudiados con | a e nfermedad se utilizé el pr ograma SNPstat

(Instituto Catalan de Oncologia, Barcelona, Esparia).
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RESULTADOS

e Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

Se es tudiaron 5 8 p acientes con arteritis de Takayasu, 8 hombres y 50
mujeres; 55.2% de los pacientes (n=32) presentaron hipertension arterial, mientras
que 34 .5% (n= 20) se encontraban en fase activa d urante el e studio. El grupo
control incluyé un total de 161 individuos mexicanos no relacionados, clinicamente
sanos, 20 h ombres y 141 m ujeres reclutados en el | nstituto N acionald e
Cardiologia “Ignacio Chavez” en la Ciudad de México. Las caracteristicas clinicas
de nuestra poblacion de estudio se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Caracteristicas clinicas de | os pacientes con arteritis de T akayasu y

sujetos controles.

_ _ Pacientes con TA Controles
Variable clinica
(n =58) (n=161) P
(41) 70.7% tipo V
Clasificacion de (7)12.1% tipo Il
Numano® (5)8.6%tipoll -
(5) 8.6% tipo |
Edad 36.5+11.8 36.6 + 12.5 NS
Mujeres 86.2% (50) 87.57% (141) NS
Peso 63.5+12.4 64 +11.6 NS
Talla (cm) 153 +4 155 +7 NS
IMC 26.8+5.1 26.1+4 NS
PAS (mmHg) 114.1+11.3 139.2 + 29 0.0001
PAD (mmHg) 84.8 + 90.7 69.0 + 11 0.0001
Colesterol total (mmol/L) 5.03 +1.87 4.87 + 1.84 NS
C-LDL (mmHg) 3.49 +1.53 3.39+1.47 NS
C-HDL (mmHg) 0.88 + .28 1.06 + 0.44 NS
Triglicéridos (nmHQ) 1.60 + 0.84 1.58 + 0.95 NS
Grosor intima media(mm) 6.7+15 42+1.6 0.0001

Valores medios + D.E.; Prueba post hoc P<0.05
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Unicamente se obs ervaron di ferencias significativas en | os valores de
presion en los pacientes con TA, con un incremento en la presion diastélica (84.8
+ 90.7 vs.69.0 + 11) y una di sminucion en la presion sistolica (114.1 + 11.3 vs
139.2 + 29) en los pacientes comparados con los sujetos control. Ademas, con el
propésito de corroborar que nuestros sujetos control no presentaran algun tipo de
lesion vascular, se realizé una ultrasonografia a nivel de la capa intima media de
la ar teria ca rotida (IMT) (figura 13). S e o bservo un au mento si gnificativo en el
grosor de la intima media en los pacientes con TA comparado con |los controles.

(6.7 + 1.5 vs 4.2 + 1.6, respectivamente; p=0.001).

Figura 13. Ultrasonografia de la capa intima media de la arteria carétida. La medicion
de la IMT se realiz6 con un equipo Ultramark 4+ (Advanced Technology Laboratories),
con un transductor lineal de 7.5 MHz. Una imagen modo B fue obtenida de ambas
arteria cardtidas, en una seccién longitudinal midiendo 5 segmentos justo antes de la
bifurcacién, a una frecuencia de 18.4 MHz por un periodo de 5 segundos.
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e Polimorfismo en la posicién -511 del gen IL1B.

Los productos obtenidos por PCR-RFLP con la enzima Aval se muestran en la
figura 14, en donde se visualizan | as variantes para este S NP enco ntradas en

nuestra poblacion de estudio.

Figura 14. Gel de Agarosa al 3% en el que se muestra un ejemplo de los resultados de
la restriccidn con la enzima Aval para el SNP en la posicidn -511 del gen IL1B. Linea 8-
MW: Marcador de peso molecular; lineas 1, 2 y 7- genotipo TT; 3, 4 y 5- genotipo CT;
6- genotipo CC. El gel se tifié con bromuro de etidio.

La tabla 12 m uestra las frecuencias genotipicas y al élicas del SNP en la

posicion =511 del gen /L 1B tanto en pacientes con TA como en controles.

Tabla 12. Frecuencias alélicas (Fa) y genotipicas (Fg) del SNP en la posicion -511

del gen IL1B en pacientes con TA y controles.

Pacientes con TA Controles
IL1B (-511)
(n =58) (n=161) p
Alelos (n) Fa (n) Fa
C (33) 0.284 (83) 0.258 0.576
T (83)0.716 (239) 0.742
Genotipo (n) Fg (n) Fg
CcC (9) 0.155 (12) 0. 075 0.074
CT (15) 0.259 (59) 0.366 0.137
TT (34) 0. 586 (90) 0.559 0.720
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Las frecuencias alélicas para este polimorfismo mostraron una disminucion
en la frecuencia del alelo T en los pacientes con TA con respecto a |l os sujetos
control (71.6% vs 74.2%)y por ende un a umento del alelo C enlos pacientes
(28.4% vs 25.8%). Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas al comparar las frecuencias alélicas para esta isoforma.

Por otro lado, en el analisis para los genotipos, el genotipo CC se encontro
aumentado en un 8.0% en los pacientes (15.5% vs 7.5%); y en el genotipo CT se
observo di sminuidoe nun 10.7% en | os pacientes (25.9% vs 36.6%); a mbos
comparados con | os sujetos control. N o obstante, ni nguno d e estos cambios
mostro diferencias estadisticamente significativas. Con el fin de observar mejor las
diferencias en las frecuencias obtenidas se realiz6 la grafica 1. En la tabla 13 se
muestran resultados del calculo de conformidad para el equilibrio Hardy-Weinberg

(EHW) de los genotipos para este SNP.

Tabla 13. Frecuencias genotipicas (Fg) para la conformidad con EHW del SNP en

la posicion -511 del gen IL1B en la poblacion de estudio.

IL1B (-511) Pacientes con TA Controles Total observado Total esperado
(n=58) Fg (n=161) Fg (n=219) Fg (n) Fg
CcC (9)0.155 (12) 0.075 (21)0.096 (15.4) 0.059
CT (15) 0.259 (59) 0.366 (74)0.338 (85.3) 0.367
TT (34) 0.586 (90) 0.559 (124) 0.566 (118.4) 0.574
x* 3.831
0.05032

Las frecuencias genotipicas observadaspar ael S NPen -511 se

encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg para nuestra poblacion de estudio.
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Grafica 1. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP en la posicién -511 del gen

para la IL-13 en pacientes con arteritis de Takayasu y controles.
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e Polimorfismo en la posicion +3954 del gen IL1B.

Los productos obtenidos de la digestion con la enzima Taql/ se muestran en la
figura 15, en donde se visualizan | as variantes para este SNP encontradas en
nuestra poblacion de estudio.

Figura 15. Gel de poliacrilamida en el que se muestra un ejemplo de los resultados de
la restriccién con la enzima Tagql para el SNP en la posicién +3954 del gen IL1B. Linea
1- MW: Marcador de peso molecular; genotipo CT: lineas 2, 3, 4, 6, 7, 8 y 10; genotipo
CT: lineas 5,9 y 11. El gel se tifi6 con nitrato de plata.

La tabla 14 m uestra las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP en la

posicion +3954 del gen IL1B tanto en pacientes con TA como en controles.

Tabla 14. Frecuencias alélicas (Fa) y genotipicas (Fg) del SNP en | a posicion
+3954 del gen IL1B en pacientes con TA y controles.

Pacientes con TA Controles
IL1B (+3954)
(n =58) (n=161) P OR 95% (IC)
Alelos (n) Fa (n) Fa
C (50) 0.431 (207) 0.645 0.0001  0.41 (0.27-0.64)
T (66) 0.569 (114) 0.354 0.0001  2.41 (1.56-3.71)
Genotipo (n) Fg (n) Fg
CC (2) 0.034 (67) 0.416 0.00001 0.50(0.11-0.21)
CT (46) 0.793 (74) 0.460 0.00001 4.50 (2.22-9.13)
TT (10)0.172 (20) 0. 124 0.360

OR= Raz6n de momios; IC= Intervalo de confianza.
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Las frecuencias alélicas para est e polimorfismo mostraron i ncremento
significativo del alelo T (66.9% vs 35.4%, p= 0.0001 OR 95%= 2.41, IC= 1.56-3.71)
y una di sminucion del alelo C (43.1% vs 64.5%, p=0.0001 OR 95%=0.41, IC=

0.27-0.64) en los pacientes con TA con respecto a los sujetos control.

En cu anto a | os genotipos observados, el g enotipo C C se encuentra
disminuido si gnificativamente en un 38.2% en | os pacientes con respecto al os
controles (3.4% vs 41.6%, p=0.0000, OR 95%= 0.5 IC= 0.011-0.212). También se
observo una diferencia estadisticamente significativa para el genotipo CT el cual
se encontré aumentado en un 33.3% en | os pacientes con TA (79.3% vs 46.0%,
p=0.0000, OR 95%=4.5, IC=2.22-9.1) comparado con los sujetos control. Para el
caso del genotipo TT no se observaron diferencias estadisticamente significativas.
Con el fin de observar mejor las diferencias en las frecuencias obtenidas se realizo
la grafica 2. En la tabla 15 se muestran resultados del célculo de conformidad para
el EHW para este SNP.

Tabla 15. Frecuencias genotipicas (Fg) para la conformidad con EHW del SNP en

la posicidon +3954 del gen IL1B en pacientes con TA y controles.

IL1B (-511) Pacientes con TA Controles Total observado Total esperado
(n=58) Fg (n=161) Fg (n=219) Fg (n) Fg
cC (2) 0.034 (67) 0.416 (69) 0.315 (76.0) 0.347
CT (46) 0.793 (74) 0.460 (120) 0.548 (106.0) 0.484
TT (10) 0.172 (20) 0.124 (30) 0.137 (37.0) 0.169
1 3.803
0.0511

Las frecuencias genotipicas observadas para el SNP en +3954 del gen
IL1B se encontraron en equilibrio de H ardy-Weinberg par a nu estra poblacién e

estudio.
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Grafica 2. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP en | a posicion

gen para la IL-1B en pacientes con arteritis de Takayasu y controles.
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e VNTR del intrén 2 del gen IL1RN.

EI'VNTR presenteenel intron 2del gendel | L-1Ra ( ILTRN) en nuest ra
poblacién de es tudio se determind p or el ectroforesis en gel de agarosa al 3%
después de la amplificacion de la PCR (figura 16).

Figura 16. Gel de agarosa en el que se muestra un ejemplo de los resultados de la
amplificacion por PCR del VNTR en el intron 2 del gen ILIRN. Linea 1- MW: Marcador
de peso molecular; genotipo 1,1: lineas 2, 5 y 10; genotipo 1,2: lineas 3, 7 y 9; genotipo
1,3: linea 4; genotipo 2,2: linea 8; en la linea 6 no se observa ninguna amplificacidon. El
gel se tiflo con bromuro de etidio.

La tabla 16 muestra las frecuencias genotipicas y alélicas para los repetidos
de 86 pbd el VNTR enel intron2del genparael |L-1Ra (/L1RN) tanto e n

pacientes con TA como en controles.
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Tabla 16. Frecuencias alélicas (Fa) y genotipicas (Fg) del VNTR del intron 2 d el

gen IL1RN en pacientes con TA y controles.

IL1RN Pacientes con TA Controles
(n =58) (n=161)
(VNTR) P OR 95% (IC)
Alelos (n) Fa (n) Fa
1 (95) 0.819 (217) 0.674 0.003 2.19(1.29-3.71)
2 (18) 0.155 (95) 0.295 0.003  0.42(0.25-0.77)
3 (1) 0.009 (4) 0.012 0.741
4 (2) 0.017 (6) 0.019 0.923
Genotipo (n) Fg (n) Fg
11 (39) 0.672 (75) 0.466 0.007 2.35(1.25-4.42)
1,2 (14) 0.241 (59) 0.366 0.083
1,3 (1) 0.017 (4) 0.025 0.740
14 (2) 0.034 (4) 0.025 0.700
2,2 (2) 0.034 (18) 0.112 0.078
4,4 (0) 0.000 (1) 0.006 N/A

OR= Razoén de momios; IC= Intervalo de confianza; N/A= no aplica.

Sélo se observaron cuatro de los cinco alelos posibles para el VNTR del
gen ILTRN en nuestra poblacién de estudio, el alelo 5 (595pb, 6 repetidos) no se
encontré en ninguno de |l os sujetos de estudio. Elalelo 1 fue el alelo que se
observé mas frecuentemente en los pacientes en un 14.5% comparado con |os
controles (81.9% v s 67.4%)y se o bservo si gnificancia est adistica ( p=0.003;
OR=2.19, 95%, 1C=1.29-3.71). El alelo 2 se encontr6 con menor frecuencia en los
pacientes en un 14.0% menos comparado con los controles (15.5% vs 29.5%) y
también mostro significancia estadistica (p=0.003; OR= 0.42, 95%; 1C=0.25-0.77).

Para los genotipos encontrados en los pacientes, el genotipo mas frecuente
fue el 1,1 (67.2%), seguido por el genotipo 1,2 (24.1%), el genotipo 2,2 (3.4%); el
genotipo 1,4 (3.4%)y el genotipo 1,3 (1.7%). Mientras que en los controles los

genotipos encontrados por orden de frecuencia fueron: el genotipo 1,1 (46.6%), el
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genotipo 1,2 (36.6%), el genotipo 2,2 (11.2%); el genotipo 1,3 (2.5%), el genotipo
1,4 (2.5%) y el genotipo 4,4 (0.6%); este ultimo genotipo solo se encontré en uno
de | os controles. Se enco ntro si gnificancia est adistica s 6lo pa ra el caso de |
genotipo 1,1 (p=0.007; OR=2.35, 95%; C1=1.25-4.42), el cual estaba aumentado
en los pacientes en un 20.6% comparado con los controles (67.2% vs 46.6%).
Aunque se observo que el genotipo 1,2 estaba disminuido en los pacientes en un
12.5% y que el genotipo 2,2 estaba di sminuido en | os pacientes enun 7.8%,
ambos comparados con el genotipo correspondiente en | os controles (24.1% vs
36.6% y 3.4% vs 11.2% respectivamente), ninguno de ellos mostré diferencias con
significancia est adistica. Con el fin d e observar m ejor | as diferencias en | as
frecuencias obtenidas se realizo la grafica 3. En la tabla 17 se muestran resultados

del calculo de conformidad con el EHW para este VNTR.

Tabla 17. Frecuencias genotipicas (Fg) para la conformidad con el EHW del VNTR

presente en el intron 2 del gen IL1RN en pacientes con TA y controles.

IL1B (511) Pacientes con TA Controles Total observado Total esperado
(n=58) Fg (n=161) Fg (n=219) Fg (n) Fg
1,1 (39) 0.672 (75) 0.466 (114) 0.521 (111.1) 0.507
1,2 (14) 0.241 (59) 0.366 (73) 0.333 (80.5) 0.368
1,3 (1) 0.017 (4)0.025 (5) 0.023 (3.6) 0.016
1,4 (2) 0.034 (4)0.025 (6) 0.027 (5.7) 0.026
2,2 (2) 0.034 (18) 0.112 (20) 0.091 (14.6) 0.067
4,4 (0) 0.000 (1) 0.006 (1) 0.005 (0.0) 0.000
x* 3.387
p 0.0657

Las frecuencias genotipicas observadas para el VNTR en el intron 2 del gen
IL1RN se encontraron en equilibrio de H ardy-Weinberg en nuest ra poblacién de

estudio.
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Grafica 3. Frecuencias genotipicas y alélicas del VNTR en el intron 2 del gen para

IL-1Ra en pacientes con arteritis de Takayasu y controles.
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e Andélisis de asociacion multiple de los polimorfismos estudiados.

En este trabajo se realizo el analisis de asociacion multiple de los SNP del gen
IL1B (posiciones -511 y +3954) y del VNTR en el intron 2 del gen IL1RN tanto para
los pacientes como p ara los sujetos control. Los resultados se muestran en la
tabla 1 8. E Ir iesgo par a ca da ha plotipo se co mpar6co nr espectode| a

combinacion de polimorfismos mas frecuente en la poblacidén de estudio.

Tabla 18. Analisis de asociacién multiple para los SNP en |as posiciones -511,
+3954 del gen IL1B y el VNTR enintrén 2 del gen IL1RN en pacientes con TA 'y

controles.

Polimorfismos Frecuencias
(;f; ;) Zi%g; ()ZI;IIEZ) Pacientes Controles Total P OR 95% (IC)

T C 1 0.240 0.313 0.289 ---

T T 1 0.355 0.178 0.230 0.002 5.24 (1.82-15.14)
T C 2 0.067 0.233 0.193 0.330

C C 1 0.084 0.132 0.117 0.570

T T 2 0.074 0.078 0.071 0.350

C T 1 0.141 0.033 0.064 0.001 13.73 (2.81-67.13)
C C 2 0.038 0.021 0.025 0.410

C T 2 0.000 0.0123 0.010 N/A

Se observaron diferencias estadisticamente significativas para el caso de la
combinaciéon T -T-1 ( p=0.002; OR =5.24, 9 5%, C 1=1.82-15.14), q ue se obs ervd
aumentadae nun 17.7% enl| os pacientes (35.5% v s 17.8%),y par al a
combinacién C -T-1 ( p=0.001; OR =13.73, 9 5%, C 1=2.81-67.13) que también se
encontréo aumentada en los pacientes en un 10.8% (14.1% vs 3.3%), ambos con
respecto al os sujetos control. Las otras combinaciones posibles del os

polimorfismos estudiados no mostraron diferencias estadisticamente significativas.
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DISCUSION

La arteritis de Takayasu es presumiblemente el resultado de mecanismos
idiopaticos autoinmunes puesto que s efales inespecificas de inflamaciény una
respuesta favorable hacia el tratamiento inmunosupresivo lo sugieren *%. Existen
datos que i mplican a | a act ivacion de | os | infocitos contra el end otelioy | a
inflamacion de los vasos grandes como las probables causas de la patogénesis de
la enfermedad ('®. Se han encontrado niveles elevados de IL-1 en el suero de los
pacientes con TA ?") ademas de incrementos en el nimero de linfocitos activados

y macréfagos que liberan interleucinas ©.

Existen muy pocos reportes acerca de la relacion entre los polimorfismos de
los genes de la familia de la IL-1 y la susceptibilidad para desarrollar la arteritis de
Takayasu. En este trabajo se compararon las distribuciones de dos SNP en el gen
IL1B (posiciones -511y +3954) yunV NTR en el intrén 2 del gen IL1RN entre

pacientes con arteritis de Takayasu y sujetos control.

Para el SNP en el promotor (posicion -511) del gen IL1B, no se encontraron
diferencias estadisticamente si gnificativas para ni ngun g enotipo en nuestra
poblacién de estudio. Algunos estudios han relacionado la presencia del alelo C en
la posicion -511 con un incremento en |os niveles de | L-1B en el higado como
respuesta a infecciones con el virus de hepatitis B 45 También se ha asociado a
este mismo alelo en estado homocigoto con infarto al miocardio en jévenes “®.

Zhangy cols. 47

mostraron i gualmente u na aso ciacion d el al elo C en est ado
homocigoto con dafio a arterias coronarias. Estos resultados no son contundentes
ya que en otros estudios no se han encontrado diferencias en este polimorfismo
en pacientes con enfermedades de tipo inflamatorio ®®. Un ejemplo de ello es un
estudio en pacientes caucasicas con cancer de mama, en donde no s e encontro
asociacion de est e p olimorfismo co n | a enfermedad, a unque e xiste un | igero
incremento del alelo T enlos pacientes “®. A pesard e que e xisten di versos
trabajos en don de t ratan d e r elacionar este S NP co n en fermedades de t ipo

inflamatorio, los resultados son controversiales en las distintas poblaciones “©.
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Un dat o i nteresante es la b aja frecuencia del g enotipo C C en nues tros
controles (12.4%), y a q ue se encuentra p or de bajo de | ar eportada en ot ras
poblaciones (tabla 19). La mayoria de las variaciones en la frecuencia tanto alélica
como g enotipica se encu entran de f orma similar ent odas las poblaciones
humanas. Sin embargo, algunas variantes alélicas pueden evidenciar diferencias

notables de frecuencia entre grupos de poblaciones .

Tabla 19. Frecuencias del SNP en | a posicion -511 del gen IL1B en los

grupos control de diferentes poblaciones.

Frecuencia IL1B (-511)

Referencia
Poblacion CcC CT TT
Mexicana 124 242 63.4 En este trabajo
Indd 22 43 35 Wilkinson y col. 1999 9
Turca 30 74 45 Arman y col. 2008 “®
Caucasica (Europea central) 437 426 137 Endler y col. 2006 %
Escocesa 38 44 18 Crilly y col.2000 "
Eslovaca 427 452 121 Hutyrova y col. 2002 ©?)
Coreana 214 515  27.1 Kim y col. 2008 ©"
China 26.1 474 265 Zhang y col 2004 ¥
Caucasica (Reino Unido) 484 416 10 Gordon y col 2008 2
China 276 513  21.1 Guo y col. 2009 ¢4

Encuantoal SNP delexdn 5 ( posicion + 3954) del gendel a IL-1B se
observdé una marcada diferencia en la frecuencia del alelo T, con un incremento
del 21.5% en nuestros pacientes con respecto al grupo control. Se ha reportado
que est e p olimorfismor egulal a producciond el L1-B inv itro en cé lulas
mononucleares de sa ngre per iférica ©®>,y ex isten r eportes acercade q uela

presenciad el al elo T,tanto en est ado homocigoto co mo h eterocigoto, est a



asociada con un incremento marcado en la cantidad de IL-1p producida ® 4° 49,

Aunque estos resultados no son congruentes en todos los estudios, ya que existen
reportes acerca de que la presencia del alelo C incrementa de forma moderada la
cantidad de IL-1f producida en respuesta a infecciones por M. tuberculosis ©®° y
en la enfermedad inflamatoria intestinal ®®. Aun mas, se ha reportado la presencia
de este alelo como un factor de riesgo hacia la severidad en pacientes con cancer
de colon en fase Il ®®. Nuestros datos nos muestran que la presencia del alelo T
podria d esencadenar una mayor produccioén en |L-1B, y podria ser un factor de

riesgo (OR=2.4) hacia la susceptibilidad a padecer la enfermedad.

Es dellamar| a at enciéon q ue | a pr esencia del g enotipo TT n o m ostré
significancia est adistica, per osi el g enotipo C T, q ue est & marcadamente
incrementado en | os pacientes con ar teritis de Takayasu co n respectoal os
controles. Ademas, se observd que este genotipo tiene un riesgo relativo de 4. 5
veces hacia | a su sceptibilidad a | a e nfermedad, | o q ue ex plica | a si gnificancia
estadistica del alelo T. Este g enotipo se ha relacionado c on | a s usceptibilidad

hacia i nfeccién por M. t uberculosis “** °")

, aung ue est os resultados no son
consistentes, ya que algunos estudios han relacionado |a presencia del genotipo
TT co nun marcadoaum entoen!| apr oduccion de proteinaendi versas

52, 58, 59)

enfermedades ¢ y como un factor de r iesgo haci a pade cer una f orma

agresiva de cancer de prostata en poblacién caucasica ©°.

Por otro lado, el genotipo CC también mostré una diferencia estadistica, ya
que se encontro mas f recuentemente en | os controles y el c alculo del riesgo
relativo nos dio un valor de 0.5 veces, por lo que la presencia de este genotipo
podria se r u n factor de pr oteccion haci a padecer | a e nfermedad. E studios al
respecto de este genotipo han sido muy e scasos, pero se ha observado que la
presencia de este genotipo se relaciona con un riesgo reducido hacia desarrollar la
enfermedad d uodenal ul cerativa “°. T ambiénse har elacionado con un
incremento moderado de la cantidad de IL-1p producida en respuesta a LPS “9),

Interesantemente, nuestros sujetos control muestran una de las frecuencias mas

~ 60 ~



bajas para el genotipo CC y de las mas elevadas para TT para el SNP en +3954 a
nivel m undial al c ompararlas con di versas pobl aciones previamente est udiadas
(tabla 20). En nuestro pais se han reportado resultados controversiales al respecto

de las frecuencias genotipicas para este p olimorfismo en | os sujetos control de

1. 62) 16 que nos

muestra la gran heterogeneidad (mestizaje) en nuestra poblacion ©2.

estudios acerca d e c ancer g astrico e n p oblacién mexicana

Tabla 20. Frecuencias polimorficas del SNP en | a posicion +3954 del gen

IL1B en diferentes poblaciones.

Frecuencia IL1B (+3954)

Poblacién CcC CT TT Referencia
Mexicana 41.6 46.0 12.4 En este trabajo
México 851 13.4 1.5 Sicinschi y col. 2006 ©*
México 326 474 20 Garza y col. 2005 ¥
Indd 72 24 4 Wilkinson y col. 1999 ¥
Alemana 61 34 5 Moos y col. 2000 ©¥
Turca 54.7 40 5.3 Arman y col. 2008 “¢
Caucésica (Europea central) 56.5  37.2 6.2 Endler y col. 2006 ©°?
Espafiola 63.6 33 3 Garcia y col. 2001 ©°
Eslovaca (Rep. Checa) 576 384 4.0 Hutyrova y col. 2002
Coreana 957 29 1.4 Kim y col. 2008 ©”
Caucasica (Reino unido) 543 404 5.3 Gordon y col 2008 “¥
China 97.8 2.2 0 Guo y col. 2009 ©®¥

Parael casodelV NTRdel genparallL-1Ra ( IL1RN), | os alelos que
mostraron tener una mayor relevancia para nuestro estudio son los alelos 1y 2,
pues ambost uvieron di ferencias estadisticamente si gnificativas en nuestras
poblaciones de estudio. El alelo 1 presenta un riesgo relativo de 2.12, lo que nos
indica que los portadores de este alelo presentan poco mas de dos veces mayor
riego a pad ecer | a enfermedad; mas aun cu ando este alelo s e encuentraen
estado h omocigoto s e obse rva q ue | os portadores de este genotipo tienen 2.3
veces mayor riesgo a pad ecer la enfermedad d e ar teritis de Takayasu, no asi
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cuando s e encuentra en estado heterocigoto, ya que no se alcanzé a o bservar
significancia estadistica. Por el contrario, el alelo 2 presenta un riego relativo de
0.42, lo que nos indica que este alelo podria ser un factor de pr oteccion hacia
padecer la enfermedad. Nuestros datos correlacionan con lo observado en otros

s (29 49. 58 83) v 3 quesi consideramos que la pr esencia del alelo 2

estudio
incrementa la cantidad de IL-1Ra producida, ésta bloquea a los receptores tipo |
de IL-1y no permite que una c antidad elevada ( por s obreproduccion)de | L-1
tenga e fecto, est o pr otege de q ue se pr oduzca un daii o por unar eaccion
inflamatoria excesiva y/o crénica que pudiese desencadenar |la patogénesis de la
arteritis de Takayasu; aunque se requiere de diversos estudios para acercarse a

dilucidar el verdadero trasfondo de este padecimiento 2 %%,

Existe evidencia m uestra q ue este polimorfismo enel g en IL1RN se
relaciona con | asu sceptibilidad haci a e nfermedades individuales como | a
psoriasis, lupus eritematoso sistémico y enfermedades inflamatorias del intestino
(24,26, 45.57) También se ha reportado un incremento de la presencia del alelo 2 en
diversas enfermedades que cu rsan co n un a i nflamacion cr énica, co mo co litis

(58, 64)

ulcerativa, escl erosis multiple, n efropatias di abéticas, psoriasis y en

pacientes con sepsis severa ©°.

Reportes previos hani ndicado q ue elal elo2 estd asociadoconun
incremento en la produccion de la proteina de IL-1Ra in vitro ®®, en monocitos “*
%8.63) asi como también en pacientes con osteoartritis “®; ademas, este alelo se ha
reportado como un factor de proteccion para la severidad de la demenciaen |a
enfermedad d e A lzheimer esporadico “*®, y también con una baja velocidad d e
estenosis en pacientes con enfermedades de un solo vaso ©®. Por el contrario
otros estudios han r eportado q ue est e mismo al elo esta as ociado c on una
reduccion en la produccion de la proteina, por ejemplo en células epiteliales de la

(49, 67)

columna y en células endoteliales ©®' %% %3 Ante la ambigiiedad en el papel

delalelo2 delV NTRdel gen IL1RN, el i mpacto de este polimorfismoenla
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produccion basal de IL-1Ra posee un interés considerable debido a que implica un

posterior nivel de regulacién de la proteina IL-1p 7%,

Es interesante el especular que el impacto de este polimorfismo varia en las
células que sintetizan diferentes tamanos de ARN mensajero por el proceso de
corte y empalme (splicing) alternativo; aquellas que sintetizan la forma intracelular
producen una cantidad menor de IL-1Ra cuando portan el alelo 2, en co ntraste
con los monocitos que sintetizan predominantemente |L-1Ra soluble y producen
mas proteina cuando portan el genotipo 2,2 ©®®. Aunado a es to, se sabe que un
exceso molar de |L-1Ra se requiere para inhibir la accion de la IL-1 en un estado
de en fermedad ©®. E sta p uede s er un a explicacion ace rca de las diferencias
observadas con otros estudios, pero la compleja relacion que puede existir entre el
alelo 2 de este polimorfismo con otros p olimorfismos y/o mutaciones en el gen
IL1RN o con genes vecinos a esta region genética podrian determinar los niveles

absolutos de proteina producidos % 2"

Una ex plicacion potencial de estos r esultados puede ser provista p or el
hecho de que los portadores del alelo 2 del VNTR del IL-1RN se han asociado con

45,5284 10 que sugiere que este alelo polimorfico

una baja liberacién de IL-14 ¢
reduce la probabilidad de da fio a los vasos sanguineos y de ahi que se podria
especular q ue | a as ociacion de est e aleloco n otros polimorfismos en el
agrupamiento genético de la IL-1, mas que la presencia del alelo 2 en si mismo,
pudiese ser critica hacia | a su sceptibilidad a pad ecer ar teritis de T akayasu e n
nuestra poblacion. Los resultados presentados en este trabajo sugieren que la
presencia del alelo 1 podria ser un factor de riesgo hacia padecer la enfermedad
mientras que | a pr esencia del al elo 2 p odriat enerun p apel protector par a
desarrollar la enfermedad, |0 cual provee evidencia acerca de | a importancia de

este polimorfismo en la patogénesis de la arteritis de Takayasu.

Finalmente, el a nalisis de asociacidon m ultiple m ostré una d iferencia
significativa par al os portadores de las combinaciones T-T-1y C-T-1 delos
polimorfismos IL1B -511 / IL1B +3954 / IL1RN VNTR respectivamente. Ambas se
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observaron como factores de riesgo (OR=5.24 y 13.73 respectivamente) hacia la
susceptibilidad a padecer | a ar teritis de Takayasu en nuestra pobl acion. E sto
coincide con los resultados observados para el SNP en la posicion +3954 del gen
IL1B, ya que encontramos la presencia del alelo T como un factor de riesgo hacia
la su sceptibilidad hacia la enfermedad. Lo mismo ocurre en el caso del alelo 1
para el VNTR del gen ILT1RN, que también se encontré asociado como un factor
de riesgo hacia la enfermedad. Por lo que la combinacion de estos alelos puede
suponerse como un alto factor de riesgo hacia padecer la arteritis de Takayasu en

nuestra poblacion estudiada.

En un estudio de pacientes con cancer de colon en fase Il, Lurge y col. ©®
reportaron que aquellos pacientes que comparten el haplotipo C-T-1 (/IL1B -511/
IL1B +3954/ IL1RN VNTR) presentaban un mayor riesgo de desarrollar recurrencia
al tumor. Smith y col. ®® encontraron que la presencia del haplotipo extendido de
2C-CTC-1TT (en el siguiente orden: ILT1A IVS4 (TTA)n, IL1A -889 C>T, IL1B Exdén
5+14 C>T, IL1B -31 C>T, IL1B -511 C>T, ILTRN IVS2 86 bp VNTR, IL1RN IVS3
+59 T >C, IL1RN Exén4+ 72 T>C)co mo factord er iesgo haci a pa decer
osteoartritis, este haplotipo contiene a los polimorfismos estudiados en el presente
trabajo. Aunque no se ha demostrado a sociacion multiple de estos mismos
polimorfismos en di versos estudios de e nfermedades que cu rsan procesos

inflamatorios cronicos con fundamento autoinmune ©% 61.6270)

La genaotipificacion de estos polimorfismos, en esp ecial del SNP en +3954
delgen IL1B ydelVNTRenel intrén 2delgen ILT1RN, y| a determinaciénde
asociacion m ultiple de estos polimorfismos de r iesgo, p ueden ay udar h acia
identificar p osibles factores der iesgo o de pr oteccidony co ntribuirenu na
aproximacion h acia e | di agnéstico de|l a enfermedad. Hasta e | m omento, | a
investigacion acerca del papel que juegan los genes de las citocinas de la familia
de la IL-1 en | a patogénesis de la arteritis de Takayasu se encuentra aun en un
estado temprano, y este trabajo es uno de los primeros que determina la influencia

de estos factores hacia la etiologia de la enfermedad.
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CONCLUSION

Para nuestro conocimiento, éste es uno de los primeros trabajos en los que
se analizan las bases genéticas para la arteritis de Takayasu y el primero sobre
esta enfermedad en poblacién mexicana. Este trabajo muestra que en la arteritis
de Takayasu en la poblacion mexicana, el SNP en el promotor (posicion -511) del
gen IL1B no contribuye a la susceptibilidad a padecer la enfermedad; mientras que
para el SNP del exdn 5 (posicidn +3954) del gen IL1B, la presencia del alelo T en
estado he terocigoto e s un factor de r iesgo hacia pa decer |a enfermedad, y | a
presencia del alelo C en est ado homocigoto como factor de pr oteccion contra la
susceptibilidad a d esarrollar |a enfermedad. Ademas, |a presencia del alelo 1 (4
repetidos - 410pb) en el VNTR del intrén 2 del gen IL1RN en estado homocigoto
de m anera i ndividual podrian se r factor de r iesgo haci a | a su sceptibilidad a
padecer la enfermedad. Aunado a esto, |a presencia de |as combinaciones de
alelos T-T-1y C-T-1 en los polimorfismos IL1B -511 / IL1B +3954 / IL1RN VNTR,
respectivamente, esta asociada como un factor de riesgo hacia la susceptibilidad a
desarrollar la enfermedad en nuestra poblacion; aunque se requiere de diversos

estudios para acercarse a dilucidar el verdadero trasfondo de este padecimiento.

~ 65 ~



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.

. Johnston S, Lock R, Gompels M. Takayasu arteritis: a r eview. J Clin Pathol.

2002; 55(7): 481-6.

. Numano F, Okawara M, Inomata H, Kobayashi Y. Takayasu’s arteritis. Lancet.

2000; 356(9234): 1023-5.

Bermudes U, Arteritis de Takayasu. Alergia, asma e i nmunologia pediatricas.
2000; 9(3): 100-5.

Numano F. The story of Takayasu arteritis. Rheumatology. 2002; 41(1): 103-6.

5. Seko Y. Takayasu arteritis: insights into immunopathology. Jpn Heart J. 2000;

10.

11.

12.

13.

41(1): 15-26.

Noris M, D aina E, Gamba S, B onazzola S, R emuzzi G . | nterleukin-6 and
RANTES in Takayasu arteritis: a guide for therapeutic decisions?. Circulation.
1999; 100(1): 55-60.

Martinez D, Dabague J, Reyes P. Arteritis de Takayasu en M éxico una se rie
de 65 casos consecutivos. R Mex Reum. 1999; 14(4): 121-9.

Seko Y, Minota S, Kawasaki A, Shinkai Y, Maeda K, Y agita H, Okumura K,
Sato O, Takagi A, Tada Y, Yasaki Y. Perforin-secreting killer cell infiltration and
expression of a 65 kD heat -shock proteinin aortic tissue o f patients with
Takayasu's arteritis. J Clin Invest. 1994; 93(2): 750-8.

Lagneau P, Michel J, Vuong P. Surgical treatment of Takayasu's disease. Ann
Surg. 1987; 205(2): 157-66.

Numano F, Kobayashi Y. Takayasu arteritis beyond pulselessness. Intern Med.
1999; 38(3): 226-32.

Nussbaum L, Mclnnes R, Willard F. T hompson & T hompson g enéticae n
medicina. 72 ed; Elsevier Masson. Barcelona, Espana. 2008: 175-203.

Roitt | , D elves P, M artin S, B urton D . | nmunologia fundamentos. 112 e d;
Editorial médica panamericana. Buenos Aires, Argentina. 2008: 180-223.
Eichhorn J, Sima D, Thiele B, Lindschau C, Turowski A, Schmidt H, Schneider W,
Haller H, Luft F. Anti-endothelial cell antibodies in Takayasu arteritis. Circulation.
1996; 94(10): 2396-401.

~ 66 ~



14.Nussinovitch N, Morag B, Rosenthal T. Takayasu pulseless disease. J Hum
Hypertens. 2001; 15(7): 503-4.

15.Blank M, K rause | , G oldkorn T, P raprotnik S, Li vneh A , Langevitz P,
Kaganovsky E , M orgenstern S, C ohen S, B arak V, Eldor A, Weksler B ,
Shoenfeld Y . M onoclonal an ti-endothelial ce Il antibodies from a p atient with
Takayasu ar teritis activate endo thelial ce lls from | arge v essels. Arthritis
Rheum. 1999; 42(7): 1421-32.

16.Abbas A, Lichtman A, Pillai S. inmunologia celular y molecular. 6a ed; Elsevier
Saunders. China. 2008: 267-301.

17.Garcia F . F undamentos de i nmunobiologia. Ciudad de M éxico, M éxico;
UNAM. 1997: 349-93.

18.Dianarello C h. Inflammation: b asic principles and clinical co rrelates. 2a ed;
Raven Press. New York, Estados Unidos de Norteamérica. 1992: 211-225.

19.Vicenova B , V opalensky V , B urysek L, P ospisek M. Emergingr ole o f
interleukin-1 in cardiovascular diseases. Physiol Res. 2009; 58(4): 481-98.

20.Dinarello C h. | mmunological and i nflammatory f unctions of t he i nterleukin-1
family. Annu Rev Immunol. 2009; 27(1): 519-50.

21.Bujak M, F rangogiannis N. T he roleof IL-1inthe pathogenesis of h eart
disease. Arch Immunol Ther Exp. 2009; 57(3):165-76.

22.Kataoka T. Chemical biology of inflammatory cytokine signaling. J Antibiot. 2009;
62(12): 655-67.

23.Zhang P, Li Y, Xu P, Wu J. Polymorphisms of interleukin-1B and interleukin-1
receptor antagonist genes in p atients with ch ronic hepatitis B. World J
Gastroenterol. 2004; 10(12): 1826-9.

24 Dinarello Ch. Biologic basis for interleukin-1 in disease. Blood. 1996; 87(6):
2095-147.

25.Kay J, Calabrese L. The role of interleukin-1 in the pathogenesis of rheumatoid
arthritis. Rheumatology. 2004; 43 (3): iii2-iii9.

26.Galea J, Armstrong J, Gadsdon P, Holden H, Francis S, Holt C. Interleukin-1
beta in coronary arteries of patients with ischemic heart disease. Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 1996; 16(8): 1000-6.

~ 67 ~



27.KimS ,M ok J, KimH, Jo oC . Associationo f -31T>Can d -511C>T
polymorphisms in the interleukin 1 beta (/L1B) promoter in Korean keratoconus
patients. Mol Vis. 2008; 14(1): 2109-16.

28.Francis S, Camp, Dewerry R, Gunn J, Syrria P, Carter N, Jeffery S, Kaski J,
Cumberland D, D uff G, Crossman D. I nterleukin-1 receptor a ntagonist g ene
polymorphism and coronary artery disease. Circulation. 1999; 99(7): 861-66.

29.Kirii H, Niwa T, Yamada Y, Wada H, Saito K, lwakura Y, Asano M, Moriwaki H,
SeishimaM . Lack ofi nterleukin-1beta decr eases the severityo f
atherosclerosis in ApoE-deficient mice. Arterioscler Thromb V asc Biol. 2003;
23(4): 656-60.

30.Rajavashisth T, Liao J, Galis Z, Tripathi S, Laufs U, Tripathi J, Chai N, Xu X,
Jovinge S, Shah P, Libby P. Inflammatory cytokines and oxidized low density
lipoproteins increase endothelial ce Il ex pression o f m embrane type 1 -matrix
metalloproteinase. J Biol Chem. 1999; 274(17): 11924-9.

31.Galis Z, Muszynski M, Sukhova G, Simo E, Libby P. Enhanced expression of
vascular matrix metalloproteinases induced in vitro by cytokines and in regions
of human atherosclerotic lesions. Ann N 'Y Acad Sci. 1995; 748(1): 501-7.

32.Shah P, Falk E, Badimon J, Fernandez A, Mailhac A, Villareal G, Fallon J,
Regnstrom J , F uster V . H uman m onocyte-derived m acrophages induce
collagen breakdown in fibrous caps of atherosclerotic plaques, potential role of
matrix-degrading m etalloproteinases and i mplications for pl aque r upture.
Circulation. 1995; 92(6): 1565-9.

33.Kamari Y, Werman R, Shaish A, Werman A, Harari A, Gonen A, Voronov E,
Grosskopf |, Sharabi Y, Grossman E, Iwakura Y, Dinarello C, Apte R, Harats
D. Differential role and tissue specificity of interleukin-1alpha gene expression
in atherogenesis and lipid metabolism. Atherosclerosis. 2007; 195(1) :31-8.

34.Merhi F, Kwak B, Magne D, Chadijichristos C, Berti M, Pelli G, James R, Mach
F, Ga bay C . In terleukin-1 pl ays a m ajor r ole i n v ascular i nflammation and
atherosclerosis in m ale apol ipoprotein E -knockout m ice. Cardiovasc Res.
2005; 66(3): 583-93.

~ 68 ~



35.Salven P , Ha ttori K , He issigB , Ra fiiS . Interleukin-1alpha pr omotes
angiogenesis in vivo via V EGFR-2 pat hway b y inducing i nflammatory ce I
VEGF synthesis and secretion. FASEB J. 2002; 16(11): 1471-3.

36.Voronov E , S houval D, KrelinY , Cagnano E , B enharroch D , | wakura Y ,
Dinarello C, Apte R. IL-1 is required for tumor invasiveness and angiogenesis.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2003; 100(5): 2645-50.

37.Nicklin M, Hughes D, Barton J, Ure J, D uff G. Arterial i nflammation in mice
lacking the interleukin 1 r eceptor antagonist gene. J Exp Med. 2000; 191(2):
303-12.

38.Schwager |, Jungi T. Effect of human recombinant cytokines on the induction
of macrophage procoagulant activity. Blood. 1994; 83(1): 152-60.

39.Bujak M, Dobaczewski M, Chatila K, Mendoza L, Li N, Reddy A, Frangogiannis
N. Interleukin-1 receptor type | signaling critically regulates infarct healing and
cardiac remodeling. Am J Pathol. 2008 Jul;173(1):57-67.

40.Murtuza B, Suzuki K, Bou G, Beauchamp J, Smolenski R, Partridge T, Yacoub
M. Transplantation of skeletal myoblasts secreting an | L-1 inhibitor modulates
adverse remodeling in infarcted murine myocardium. Proc Natl Acad Sci U S
A. 2004; 101(12): 4216-21.

41.Eriksson U, Kurrer M, Sonderegger |, lezzi G, Tafuri A, Hunziker L, Suzuki S,
Bachmaier K, Bingisser R, P enninger J, Kopf M. Activation of de ndritic cells
through the interleukin 1 receptor 1 is critical for the induction of autoimmune
myocarditis. J Exp Med. 2003; 197(3): 323-31.

42 .Brasile L, Clarke J, Abrams A, Cerilli J. Risk factors in the d evelopment of
antibodies to vascular endothelial cells. Transplant Proc. 1989; 21(1): 716-7.
43.Van der Zee J, Miltenburg A, Siegert C, Daha M, Breedveld F. Antiendothelial
cell antibodies in systemic lupus erythematosus: enhanced antibody binding to
interleukin-1-stimulated e ndothelium. Int Arch Allergy Immunol. 199 4; 104(2):

131-6.

~ 69 ~



44.Matsuyama A, Sakai N, Ishigami M, Hiraoka H, Kashine S, Hirata A, Nakamura
T, Y amashita S, M atsuzawa Y. M atrix m etalloproteinases as novel di sease
markers in Takayasu arteritis. Circulation. 2003; 108(12): 1469-73.

45.Garcia M , La nas A, S antolaria S , C rusius J, S erranoM , P efia A . The
polymorphic IL-1B and IL-1RN genes in the aetiopathogenesis of peptic ulcer.
Clin Exp Immunol. 2001; 125(3): 368-75.

46.Arman A, Soylu O, Yildirim A, Furman A, Ercelen N, Aydogan H, C oker A,
Tezel T . | nterleukin-1 r eceptor an tagonist g ene V NTR pol ymorphismi s
associated with coronary artery disease. Arq Bras Cardiol. 2008; 91(5): 293-8.

47.ZhangY ,ZhonglL, HeB,Li W,NiedJ, Wang X, Chen X. T he co rrelation
between polymorphism at position -511C/T in the promoter region of interleukin
1B and the severity of coronary heart disease: Zhonghua Yi Xue Yi Chuan Xue
Za Zhi. 2006; 23 (1): 86-8.

48.Lurje G, Hendifar A, S chultheis A, Pohl A, Husain H, Yang D, Manegold P,
Ning Y, Zhang W, Lenz H. Polymorphisms in interleukin 1 beta and interleukin
1 r eceptor an tagonist asso ciated w ith t umor r ecurrence i n st age | | co lon
cancer. Pharmacogenet Genomics. 2009; 19(2): 95-102.

49.Wilkinson R, Patel P, Llewelyn M, Hirsch C, Pasvol G, Snounou G, Davidson
R, Toossi Z. Influence of polymorphism in the genes for the interleukin (IL)-1
receptor antagonist and |IL-1beta on tuberculosis. J Exp Med. 1999; 189(12):
1863-74.

50.Endler G, Marculescu R, Starkl P, Binder A, Geishofer G, Muller M, Zohrer B,
Resch B, Zenz W, M annhalter C. P olymorphisms in t he i nterleukin-1 ge ne
clusterin ch ildren an d y oung adul ts with sy stemic meningococcemia. Clin
Chem. 2006; 52(3): 511-4.

51.Crilly A, Maiden N, Capell H, Madhok R. Predictive value of interleukin 1 gene
polymorphisms for surgery. Ann Rheum Dis. 2000; 59(9): 695-9.

52.Hutyrova B, Pantelidis P, Drabek J, Zarkova M, Kolek V, Lenhart K, Welsh K,
Du R, Petrek M. Interleukin-1 gene cluster polymorphisms in sarcoidosis and
idiopathic pulmonary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med. 2002; 165(2): 14 8-
51.

~ 70 ~



53.Gordon A, Kiss E, Stockley |, E astell R, Wilkinson J. P olymorphisms in the
interleukin-1 r eceptor ant agonist and i nterleukin-6 genes affect risk of
osteolysis in patients with total hip arthroplasty. Arthritis Rheum. 2008; 58(10):
3157-65.

54.Guo Z, LiC, Lin Z, Huang J, Wei Q, Wang X, Xie Y, LiaoZ,Chao S, Gu J.
Association o f | L-1 g ene co mplex m embers with anky losing sp ondylitis in
Chinese Han population. Int J Immunogenet. 2010; 37(1): 33-7.

55.Dewberry R , H olden H , C rossman D , F rancis S. | nterleukin-1 r eceptor
antagonist expressioni n hum an en dothelial ce lls and at herosclerosis.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2000; 20(11): 2394-400.

56.Hefler L, Grimm C, Lantzsch T, Lampe D, Leodolter S, Koelbl H, Heinze G,
Reinthaller A, Tong D, Tempfer C, Zeillinger R. Interleukin-1 and Interleukin-6
gene polymorphisms and t he risk of breast cancer in caucasian women. Clin
Cancer Res. 2005; 11(16): 5718-21.

57.Naslednikova |, Urazova O, Voronkova O, Strelis A, Novitsky V, Nikulina E,
Hasanova R, Kononova T, S erebryakova V , V asileva O , S uhalentseva N ,
Churina E, Kolosova A, Fedorovich T. Allelic polymorphism of cytokine genes
during pulmonary tuberculosis. Bull Exp Biol Med. 2009; 148(2): 175-80

58.Moos V, Rudwaleit M, Herzog V, Hohlig K, Sieper J, Muller B. Association of
genotypes affectingt he ex pression of interleukin-1beta or i nterleukin-1
receptor antagonist with osteoarthritis. Arthritis Rheum. 2000; 43(11): 2417-22.

59.Cordeiro C, Moreira P, Costa G, Dutra W, Campos W, Oréfice F, Teixeira A.
Interleukin-1 g ene p olymorphisms and toxoplasmic retinochoroiditis. Mol Vis.
2008; 14 (1): 1845-49.

60.Zabaleta J, Su L, Lin H, Sierra R, Hall M, Sartor A, Clark P, Hu J, Ochoa A.
Cytokine g enetic polymorphisms and pr ostate ca ncer ag gressiveness.
Carcinogenesis. 2009; 30(8): 1358-62.

61.SicinschiL,LopezL, CamargoM,CorreaP,SierraR,HenryR, Chen J,
Zabaleta J, P iazuelo M , S chneider B . G astric cancerrisk ina M exican

population: r oleo fH elicobacter py lori C agA posi tivei nfectiona nd

~71 ~



polymorphisms in interleukin-1 and -10 genes. Int J Cancer. 2006; 118(3): 649-
57.

62.Garza E, Bosques F, EI-Omar E, Hold G, Tijerina R, Maldonado H, Pérez G.
Role of the polymorphic IL1B, IL1RN and TNFA genes in distal gastric cancer
in Mexico. Int J Cancer. 2005; 114(2): 237-41.

63.Hirankarn N , K imkong | , K ummee P, Tangkijvanich P , P oovorawanY .
Interleukin-1beta gene polymorphism associated with hepatocellular carcinoma
in hepatitis B virus infection. World J Gastroenterol. 2006; 12(5): 776-9.

64.Hurme M, Santtila S. IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) plasma levels are co-
ordinately regulated by both IL-1Ra and IL-1beta genes. Eur J Immunol. 1998;
28(8): 2598-602.

65.Bosco P, Guéant R, Anello G, Romano A, Namour B, Spada R, Caraci F,
Tringali G, Ferri R, Guéant J. Association of IL-1 RN*2 allele and methionine
synthase 2 756 A A genotype w ith de mentia se verity of s poradic Alzheimer's
disease. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 2004; 75(7): 1036-8.

66.Francis S, Camp N, Burton A, Dewberry R, Gunn J, Stephens A, Cumberland
D, G ershlick A, C rossman D .| nterleukin 1 r eceptora ntagonistg ene
polymorphism and restenosis after coronary angioplasty. Heart. 2001; 86(3):
336-40.

67.Dewberry R, Crossman D, Francis S. Interleukin-1 receptor antagonist (/L1RN)
genotype modulates the replicative ca pacity of human endothelial cells. Circ
Res. 2003; 92(12): 1285-7.

68.Moreno G, Blanco J, Lacasafia M, Rothenberg S, Aguilar C, Gamboa R, Pérez
O. M aternal ex posure t o floricultural w ork during pr egnancy, P ON1 Q 192R
polymorphisms and t he risk of | ow bi rth weight. Sci T otal E nviron. 2 009;
407(21): 5478-85.

69.Smith A, Keen L, Bilingham M, Perry M, Elson C, Kirwan J, Sims J, Doherty M,
Spector T, Bidwell J. E xtended ha plotypes and linkage di sequilibrium in the
IL1R1-IL1A-IL1B-ILTRN gene cl uster: ass ociation w ith kn ee o steoarthritis.
Genes Immun. 2004; 5(6): 451-60.

~ 72 ~



70.Grimm C, K antelhardt E , H einze G , P olterauer S , Z eillinger R , K 6lbl H ,
Reinthaller A, Hefler L. T he pr ognostic value off our interleukin-1 gene
polymorphisms in Caucasian women with breast cancer: a multicenter study.
BMC Cancer. 2009; 9(1): 78-84.

~ 73 ~



ANEXOS
ANEXO 1

INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA “IGNACIO CHAVEZ”

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del paciente:

Domicilio:

Teléfono casa: cel.

No de expediente/afiliacion:

Por medio de la presente doy mi consentimiento para participar de manera voluntaria y sin
percepcién econdmica alguna, en el protocolo de investigacion intitulado “RELACION ENTRE EL
POLIMORFISMO GENETICO DE LA INTERLEUCINA-1 Y EL ANTAGONISTA DEL RECEPTOR
DE LA | NTERLEUCINA-1 SOBRE LA I NCIDENCIA DE LA ARTERITIS DE T AKAYASU EN
PACIENTES MEXICANOS”.

Por lo cual acepto donar una muestra de sangre para la obtencion de suero, plasma, leucocitos y
material g enético (ADN y ARN); y aque se merealice un ultrasonido d e la ar teria c arotidea.
Entiendo que los datos generados asi como el nombre (s) del (los) participante (s) son totalmente
confidenciales y anénimos.

Me ha n ex plicado | a i mportancia y u tilidad de | a i nvestigacion, asi c omo he ¢ omprendido las
explicaciones las cuales se me han dado de manera clara y sencilla, y que el médico que me ha
atendido me ha permitido realizar todas las observaciones y me ha aclarado todas las dudas que le
he planteado. También comprendo que, en cualquier momento y sin necesidad de dar explicacion
alguna puedo revocar el consentimiento que ahora presto.

NOMBRE Y FIRMA DEL RESPONSABLE NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE
DEL PROYECTO

NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO

MEXICO D.F. A DEL MES DE DE 20__.




ANEXO 2

Técnica de obtencién de DNA por el método de precipitacion salina.
. Recolectar 8-10mL de sangre total periférica con anticoagulante (EDTA).

. En un tubo Falcon de 50mL poner 40mL de solucion de lisis (SL 1X) y va ciar
toda la sangre. Mezclar vigorosamente la solucion.

. Centrifugar la solucién a 120 0 rpom/10min. Quitar el sobrenadante con pipeta
con cuidado, sin tocar el paquete.

. Agregar nuev amente so lucion SL 1X h asta4 OmL. C entrifugara 12 00
rpm/10min.

. Quitar nuevamente el sobrenadante, sin tocar el paquete. En este paso se
puede invertir el tubo y dejar escurrir. Repetir el lavado hasta que el paquete
este limpio (color blanco).

. Agregar al tubo F alcon: 260mL de agua es téril; 16 OuL de a mortiguador de
proteinasa k; 40uL de SDS al 20% y 40uL de proteinasa k.

. Resuspender el paquete con la solucion. Transferir a un t ubo E ppendorf de
1.5mL previamente marcado. Mezclar vigorosamente.

. Incubar a 37° Ctoda lanocheoab55®° Cdurante 3-4 horas (en este caso
agregar 20uL mas de proteinasa).

. Terminada la incubacion agregar 240uL de NaCl 5M. mezclar vigorosamente.
Centrifugar a 1400 rpm/10min.

10.Recuperar el sobrenadante en otro tubo E ppendorf previamente marcado sin

tomar el precipitado.

11.Centrifugar nuevamente a 14 000/10min. Recuperar el sobrenadante. R epetir

este paso hasta que el sobrenadante no tenga sedimentos.

12.Agregar etanol frio al 95% e invertir el tubo hasta que aparezca un precipitado

blanco (DNA). Se recomienda dejarlo en el congelador unos minutos.

13.Centrifugar a 14 000/10min. Eliminar el s obrenadante p or dec antacion y

agregar etanol frio al 70% (lavado).

14.Centrifugar nuevamente a 140 00 rpm/5min. S e elimina el sobrenadante por

decantacion y se deja escurrir el tubo boca abajo.
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15.Secar el tubo a 37°C o en el concentrador de DNA.

16.Agregar de 50 a 100uL de agua estéril y dejar a temperatura ambiente durante
2 horas hasta que se resuspenda el DNA en el agua.

17.Medir la absorbancia del DNA a 260nm y la absorbancia de las proteinas a
280nm, la relacion entre las absorbancias (260/280) nos da la pureza. E ste
valor debe corresponder entre 1.7-1.8

Procedimiento para ajustar la concentracion del DNA.

(Abs260nm) X (50 ng) x (1 OOHL_1) = ng/pL X (Vol. total del tubo) = NG totales en el tubo

Para ajustar a 200ng/uL dividir los ng totales entre 200 y al resultante restarle
en volumen total del tubo E ppendorfy ese valores el que hay que agregarde
agua al tubo para ajustar la concentracion del DNA a 200ng/uL.

UDO: unidad de densidad 6ptica a 260nm= 50ng X 100uL (Vol. de dilucion)= 5000
Ejemplo:

Absysonm (0.0565) x 50ng x 100 (factor de dilucién) = 282.5ng/ulL.

282.5ng x 90uL (Vol. del tubo) = 25425ng en 90uL (concentracion total)

25425/200 (concentracion deseada) = 127.125mL — 90mL (volumen en tubo) =
37.125uL (volumen a agregar para ajustar a 200 gm/puL).
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ANEXO 3
Amplificacion por PCR.

En un tubo matriz se coloca la mezcla de reaccion para, posteriormente, distribuir
en los microtubos para PCR.

Cantidades utilizadas para la amplificacion por PCR:

Reactivos: volumen 25 ul
Mezcla de dNTP [1.25 mM] 4 ul
Amortiguador libre de Mg [10X] 2.5 ul
MgCl; [25mM] 1.5l
Iniciador 1 [10uM] 2.5yl
Iniciador 2 [10uM] 2.5yl
Taq Polimerasa 0.125 ul
Agua 10.6 ul
DNA [200ng/ul] 2.5l
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ANEXO 4

Preparacion para gel de agarosa al 3% para electroforesis horizontal.

Soluciones Camara de 35x40

Agarosa 39

Amortiguador TAE (Tris- | 2mL
acetato-EDTA) 50X

AGUA Llevar a 100 ml con agua

destilada.

. Pesar la agarosa y agregar el amortiguador TAE 50X.
. Aforarlo con agua destilada; calentar en el microondas 30 segundos.

. Agitar y volver a calentarlo por 10 se gundos, aproximadamente, hasta que
se disuelva la agarosa. Dejar enfriar hasta +50°C. Verter el gel en la camara
de el ectroforesis sin que se formen burbujas. Colocar el peine y esperar

hasta que polimerice (20 min aprox).
. Llenar la cdmara de electroforesis con amortiguador TAE 1X.

. Para separar las muestras de DNA m ezclarlas con solucion de

amortiguador de siembra para electroforesis a razén de 1:4 L.

. Aplicar una carga de 80 V durante 30 min, para que los amplificados de la

PCR se separen.

. Para teiir el gel, se coloca en un recipiente con 100mL deaguay 7 uL de

bromuro de etidio (10 mg/mL).
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ANEXO 5

Preparacién para gel de acrilamida al 8% para electroforesis vertical

Soluciones Camarade 10 x 10
Agua 4.6 mL
Acrilamida 2.6 mL

Amortiguador TBE (Tris- 0.8 mL
borato EDTA) 10x

TEMED (N, N, N, N'- 16pL

tetrametilletilenediamina)

Persulfato de amonio 64uL
10%

. Lavar los vidrios con dextran, verificar que se encuentren desengrasados (si

es necesario limpiarlos con etanol).

. Montar | os vidrios a la ca mara, ase gurarse que estélimpiay q ueno

presente fugas.

. Prepararel gelconlas cantidades del as so luciones mencionadas de
acuerdo al tamafo de la camara, agregar hasta el finalel TEMEDy el

persulfato de amonio (agentes polimerizantes).

. Verter el gel de manerarapiday cuidadosa a lacamara para evitar | a
presencia de bur bujas y | a so lidificacion del g el. C olocar | os peines

inmediatamente, antes de que polimerice.

. Esperar q ue polimericéy cargarl|am uestra de D NA c on s olucion de

amortiguador de siembra para electroforesis a razén de 1:4 L.

. Correr a 80 V por 4 horas.
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ANEXOQO 6
Tincion con plata.

. Solucion fijadora del gel (preparar 300 mL) (10-15 min)
Etanol al 10%: agregar 30 mL

Acido acético al 0.5%: agregar 1.5 mL

. Solucion de tincién (preparar 100 mL) (5 min)
AgNOs; al 0.2%: pesar 200mg

Disolver en 100 mL de la solucién fijadora (1)

. Solucion de revelado (preparar 100 mL) (20 min)
NaOH al 3%: pesar 3 gr.

Formaldehido: agregar 300 uL

Aforar con agua destilada a 100 mL

. Solucion de paro (preparar 100 mL)

Acido acético glacial al 1.5%: agregar 1.5 mL

Aforar al 100 mL con agua destilada.

Enjuagar el recipiente con agua destilada y con la solucién fijadora
Agregar 200 mL de la solucion fijadora (1) al recipiente

Poner el gel en el recipiente con la solucion, agitando levemente por
10-15 min

Quitar | a s olucién fijadoray ag regarl| a solucion det incion ( 2),
agitando levemente por 5 min.

Quitar la solucion fijadora y enjuagar con agua destilada.

Agregar | a so lucion de r evelado ( 10 ml) enj uagar bi en p ara q ue
precipite el nitrato de plata (AgNO3). V olver a enj uagar con ag ua
destilada

Agregar los 90mL restantes ala solucion de revelado (3) y agitar
levemente hast aq ueap arezcanl asband as (10 minutos
aproximadamente)

Parar la reaccién inmediatamente después de que se visualicen bien
las bandas que se esperan con la solucion de paro (4).
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ANEXO 7

Célculo del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

Es unar elacion matematica se ncilla par a el calculo de | as frecuencias
genotipicas a partir de | as frecuencias alélicas en una p oblacion. El principio de
Hardy-Weinberg se basa en los supuestos fundamentales. El primero es que, en
determinadas condiciones ideales, existe una relacién simple entre las frecuencias
alélicas y las genotipicas en una poblacién. Supongamos que p es la frecuencia
del alelo Ay q la del alelo a en el conjunto genético, y que los alelos se combinan
al azar para formar g enotipos, es decir que | os apareamientos en |a p oblacion
ocurren completamente al azar con respecto a los genotipos en ese sitio genético.
La ley de Hardy-Weinberg postula que la frecuencia de los tres genotipos, AA, Aa

y aa, viene dada por los términos de la férmula binominal:
(p+q)*=p’ + 2pq + q°

Un se gundo co mponente d el pr incipio de H ardy-Weinberg es que | as
frecuencias de |l os genotipos permaneceran co nstantes, e n el eq uilibrio, de
generacion e n g eneracion, si | as frecuencias alélicas p y q permanecen
constantes. Cuando |os emparejamientos se dan al azar en una poblacién que
esta en eq uilibrioy dond e los genotipos AA, Aay aaest an presentes enlas
proporciones p2: 2pq: q2, entonces las frecuencias genotipicas en la generacion

siguiente mantendran las mismas proporciones relativas de p%: 2pq: G?

Ejemplo: Calculo del equilibrio de Hardy-Weinberg para el SNP en -511 en

nuestra poblacion de estudio:
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Tabla 13. Frecuencias genotipicas (Fg) para la conformidad con EHW del SNP en

la posicion -511 del gen IL1B en la poblacion de estudio.

IL1B (-511) Pacientes con TA Controles Total observado Total esperado
(n=58) Fg (n=161) Fg (n=219) Fg (n) Fg
cC (9) 0.155 (12) 0.075 (21)0.096 (15.4) 0.059
CT (15) 0.259 (59) 0.366 (74)0.338 (85.3) 0.367
TT (34) 0.586 (90) 0.559 (124) 0.566 (118.4) 0.574
r’ 3.831
0.05032

Primero ob tenemos las frecuencias alélicas (Fa) paral a pobl acion de

estudio:
116
AlelosCtotales= 21+ 21+ 74 =116 Fac :4—% =0.265
AlelosT totales=124+124 + 74 = 322
322
aelos totales = 438 Fa, = 138 =0.735

: 2 CC,, =n* p* =219*(0.265)° =15.4
p*+2pg+q° =1 EsP
Donde - CT,., =N*2pq = 219*[2(0.265* 0.735)| = 85.3
p=Fa =0265 TT., =n*q”=219*(0.735)° =118.4
q=Fa, =0.735 n=poblaciéntotal = 219

(OBS -ESP)’®
2 _
LT e
. _(21-15.4) . (74-85.3)° s (124-118.4)°
15.4 85.3 118.4

y?=2070+1.492+0.269 = 3.831

~82 ~



	Portada
	Índice
	Resumen
	Antecedentes
	Hipótesis   Objetivo
	Diseño Experimental
	Resultados
	Conclusión
	Referencias Bibliográficas
	Anexos

