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Resumen

La enfermedad reumética se describe como todo aquel tipo de padecimiento que
puede provocar dolor, rigidez e hinchazén en las articulaciones o incluso en otras
estructuras de soporte del cuerpo, como lo son los tendones, musculos,
ligamentos y huesos. Algunas involucran al tejido conectivo mientras que otras son
originadas debido a desérdenes autoinmunolégicos del cuerpo.

Las enfermedades reumaticas pueden clasificarse segun su origen o causa. Entre
las mas estudiadas se encuentran la artritis reumatoide, osteoartritis,
espondiloartritis y la artritis psoridsica, a pesar de que existen mas de 100 tipos de
artritis la mas comun ha sido la artritis reumatoide, que de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se dice que es una de las mayores
causas de ausentismo y retiro laboral prematuro en el mundo; segun los célculos
de la OMS esta enfermedad afecta entre el 1 y el 1.5% de la poblacion mundial.
Ademads, la Asociacion Mexicana de Familiares y Pacientes con Artritis
Reumatoide (AMEPAR) asegura que es una enfermedad que predomina en el
sexo femenino ya que 3 de cada 4 personas son mujeres.

La etiologia de la artritis se desconoce a ciencia cierta, sin embargo, se cree que
es una enfermedad multifactorial en la cual se involucra nuestro propio sistema
inmune, la predisposicion genética y factores ambientales, tales como el
tabaquismo, e inclusive enfermedades virales o bacterianas.

Se ha demostrado que entre los agentes causales viricos de la artritis se
encuentra el virus de Epstein-Barr, con el cual se cree que existe una estrecha
relacion entre éste y dicho padecimiento. De igual manera se han encontrado
reportes que asocian a los patdgenos bacterianos Chlamydia pneumoniae y
Chlamydia trachomatis con enfermedades reuméticas como lo es la artritis
reactiva.

Por lo anterior el objetivo principal de este trabajo fue conocer la frecuencia de
estos patégenos mediante la deteccion en muestras de liquido sinovial y de
sangre provenientes de pacientes que presentaban algun tipo de enfermedad
reumatica para asi confirmar su asociacién. Este estudio fue realizado en el
Centro de Deteccion Biomolecular (CDB) de la Benemérita Universidad Autonoma
de Puebla (BUAP) donde participaron 62 pacientes de los cuales 16 (35%) de las
46 muestras de liquido sinovial y 3 (19%) de las 16 muestras de sangre de
pacientes enfermos fueron positivas a VEB, mientras que para C. trachomatis
ninguna muestra arrojo un resultado positivo.



1. Introduccion

Las enfermedades reumaticas son conocidas en el area de la medicina como una
enfermedad del tejido conectivo, debido a que afectan al tejido o estructura que
soporta el cuerpo, asi como a 6rganos internos tales como los ojos, corazon,
cerebro, vasos sanguineos, cerebro, etc. Algunas de ellas son causadas por las
enfermedades autoinmunes, donde el sistema inmune que esta estructurado para
defender al organismo de agentes externos se altera y dafa los tejidos propios,
como es el caso de la artritis reumatoide (AR). “Las artritis” se caracterizan por la
inflamacion de las articulaciones y pueden tener diferentes causas, por ello,
existen muchos tipos de artritis, como la artritis psoriasica, las artritis infecciosas,

la gota, la AR, etc. M.

1.2 Artritis reumatoide
La AR es una enfermedad inflamatoria, crénica, degenerativa, de caracter

sisttmico que afecta principalmente las membranas sinoviales de las
articulaciones diartrodiales lo que ocasiona dolor e inflamacion y puede conducir a
una discapacidad severa. La prevalencia es alrededor del 1,0% en la poblacion
general, y es mas frecuente en mujeres que en hombres en relacion 2-3:1, dando
un cambio importante en la calidad de vida de las personas. La incidencia en
mujeres ocurre entre los 40 y los 60 afos, debido a la menopausia, ya que una
disminucién aguda de la funcién ovérica o de la biodisponibilidad de estrégeno

puede contribuir al inicio de la AR. [+ 471,

Un estudio realizado por Peldez-Ballestas en el 2011 en 5 regiones de México con
una muestra de 19,213 individuos, encontré que alrededor del 14% de la poblacion
de estudio padecia de alguna enfermedad reumatica. Dentro de éstas, la AR tuvo
una prevalencia de 1.6% dentro de la poblacion de estudio. Yucatan es el estado
con mas tendencia 1%, Este estado incluye varias comunidades rurales indigenas
de la cultura maya-yucateca. Las comunidades indigenas mexicanas
experimentan condiciones de vida socioeconOmicas bajas y acceso limitado a
servicios de salud adecuados. Como resultado, estas comunidades son mas

vulnerables a los efectos incapacitantes de la artritis 50,



Segun datos proporcionados por el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
las Enfermedades Reumatoides afectan a aproximadamente 10 millones de
personas en México, siendo la Artritis Reumatoide y la Osteoartritis las dos mas

comunes, afectando entre 1y 8 millones de personas respectivamente 131,

La artritis es un proceso inflamatorio, en el cual las células del sistema inmunitario
migran a las articulaciones, donde producen grandes cantidades de mediadores
del sistema inmunitario (citocinas y quimiocinas), provocando la activacion y el
reclutamiento de mas células al tejido diana como neutréfilos, células NK y
linfocitos T. Ocurre entonces una hiperplasia de la membrana sinovial, asi como
una acumulacion de fluido en la articulacion, causando una hinchazon de la misma
y una disminucién de la movilidad. La inflamacién puede variar en severidad entre
pacientes, pero siempre presenta caracter cronico y progresivo, llevando a dafio
articular y erosion Osea. La presencia de autoanticuerpos en AR sugiere que los
mecanismos de reconocimiento entre lo propio y lo extraiio no funcionan
correctamente, asimismo, parece que los mecanismos normales de control del

organismo no son suficientes para controlar la AR 141,

Aunqgue las causas exactas de la enfermedad no estan claras, se conocen algunos
factores genéticos y ambientales asociados. La AR se caracteriza por la
intervencion de factores genéticos (antigenos leucocitarios humanos) [4243]
ambientales (infecciones, tabaquismo, contaminacion del aire) [42 44 48. 49 étnicos,
geogréaficos (diferentes alelos, incluso diferentes genes) [ y nutricionales
(consumo de cafeina, dieta rica en pescado, etc) 4, que interaccionan y llevan al

desarrollo de una reaccién autoinmunitaria [,

1.2.1 Respuesta inmune en la artritis reumatoide
El mecanismo mas probable de induccion de la enfermedad implica la

estimulacion repetida del sistema inmune innato en las superficies mucosas, lo
gue puede conducir a la formacion de autoanticuerpos afios antes de que un
evento desconocido desencadene el desarrollo de la enfermedad en la membrana

sinovial 1491,



Por ejemplo, fumar induce la expresion de peptidil arginina deiminasa en
macréfagos alveolares, que convierten la arginina en citrulina. Estos péptidos
citrulinados se presentan al sistema inmunitario dando como resultado anticuerpos

proteicos anticitrulinados (ACPA) [45],

Después del desarrollo de los ACPA, los complejos inmunes solubles se forman
en la circulacion y llegan a la sinovial. Aqui se unen a mastocitos, neutrofilos y
monocitos en la microvasculatura sinovial, lo que aumenta la permeabilidad
vascular. A continuacion, los ACPA se unen a los epitopos citrulinados en la
membrana sinovial y el cartilago y pueden activar directamente los osteoclastos, lo
que finalmente dafia directamente a los condrocitos, el coladgeno y los
proteoglucanos. La inflamacion sinovial progresa, y hay una mayor creacién de
neoepitopos con antigenos especificos de las articulaciones a partir de colageno y

proteoglicanos degradados I,

Las células dendriticas cargadas con antigenos especificos de las articulaciones
luego migran a los ganglios linfaticos, donde hay una activacion del sistema
inmune adquirido. La activacion de las células T ocurre en los ganglios linfaticos,
seguida de la propagacion del epitopo a los antigenos nativos. Esto es seguido
por la verdadera autoinmunidad; es decir, reaccién de células B y células T a
autoantigenos. Esta cascada de eventos resulta en la activacion de redes de
citoquinas, que finalmente resultan en sinovitis cronica y destructiva. Cabe sefialar
que las citocinas no se limitan a la membrana sinovial y escapan hacia la
circulacién causando problemas sistémicos, como fatiga y fiebre (debido a IL-6 y
TNF) 143,

Existe un subgrupo de linfocitos T (LT) CD4+ denominados Th1l7, como se
observa en la figura 1, promovidos por el factor de crecimiento transformante
(TGF-B) e IL-6, que secretan IL-17 y que coordinan la respuesta inmune de un
modo diferente a las Thl o a las Th2 [,



Las Thl7 se asocian a procesos

Célula 7 _ _ . _
Tho inflamatorios  cronicos y  autoinmunes
IL-6
Célula
: /GF"‘ 114 - promovidos fundamentalmente por el efecto
/‘\ - ™2 150 ) )
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Flgura 1. Activacion de células Ty Ben Ari,  €NCONtrado que la expresion de IL-17 esta
elevada en zonas afectadas. En AR, la IL-17,
ademas de potenciar la actividad de IL-1 y TNF-a (factor de necrosis tumoral a),
estimula la diferenciacion de los osteoclastos y promueve la destruccion de
cartilago y hueso. ElI TNF-a también participa en la activacion de neutrofilos, LT,
estimula la produccion de citocinas y coestimula la produccién de anticuerpos por
LB. Otra citocina pro-inflamatoria que fue descrita por el Dr. Kishimoto al final de
los afilos ochenta en tejido sinovial reumatoide, es la interleucina 6 (IL-6). La IL-6
fue identificada como un factor producido por los LT y al igual que la IL-1
contribuye al desarrollo de osteoporosis y destruccion articular en AR mediante la
proliferacion de los fibroblastos sinoviales y de la diferenciacion de los
osteoclastos. Anteriormente se creia que los LB desempefiaban un papel colateral
en la patogenia de AR. Sin embargo, es importante sefialar que su participacion
implica diversos mecanismos incluyendo la produccion de auto-anticuerpos, la
activacion de LT y la secrecion de factores solubles pro-inflamatorios y efectores
como son IL-6, IL-10, TNF-q, etc. 1.

1.3 Artritis infecciosa
La artritis se define como un proceso infeccioso e inflamatorio si esta relacionado

con un microorganismo infeccioso. Hay tres tipos de artritis infecciosa: artritis

séptica, reactiva y postinfecciosa [*2.

La artritis séptica se produce cuando el microorganismo infeccioso se encuentra

en el espacio articular y se puede identificar en el aspirado del liquido sinovial. La

10



infeccion bacteriana de la articulacion es la forma mas frecuente y conocida de la
artritis séptica. Sin embargo, también existen infecciones por virus, hongos y

espiroquetas 121,

La artritis reactiva es la respuesta a un microorganismo infeccioso que se
encuentra distante, generalmente, en el tracto gastrointestinal, genitourinario o
respiratorio, por ejemplo, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae,
Campylobacter y Salmonella. Por definicion, estos microorganismos infecciosos no
se aislan del espacio sinovial de los pacientes, considerandose ésta una reaccién

inmunoldgica cruzada entre las estructuras articulares y el patégeno 12,

La artritis postinfecciosa es un tipo de artritis reactiva, donde los componentes no
vivos del microorganismo infeccioso inicial estan presentes en la articulacion,

produciendo una reaccion inflamatoria secundaria a complejos inmunes 121,

La artritis séptica es la infeccion piégena de la cavidad articular 2. Puede
desarrollarse como resultado de la siembra hematdgena, la introduccion directa o

la extension de un foco contiguo de infeccion [28],

Las articulaciones afectadas por orden de frecuencia son rodillas, cadera, tobillos
y codos, en el 90% de los casos. La artritis bacteriana es usualmente
monoarticular en el 93.4% de los casos. En el 4.4% puede afectar a dos
articulaciones, en el 1.75% a tres articulaciones y en el 0.5% a 4 articulaciones. La
identificacion del microorganismo en el liquido sinovial de pacientes con artritis
séptica es, aproximadamente, del 79% y en sangre, de un 20% [2. El liquido
sinovial tiene una actividad bactericida significativa. En la artritis reumatoide y en
el lupus eritematoso sistémico las funciones defensivas del liquido sinovial se
encuentran alteradas y hay una disminucion de la quimiotaxis y de la fagocitosis
por los leucocitos polimorfonucleares lo que hace que este tipo de pacientes sean

mas susceptibles a la infeccién del espacio articular 54,

1.3.1 Artritis virica
Las infecciones virales son una causa bien reconocida de artralgia aguda y artritis

con un gran numero de agentes causales reportados. El diagndstico de artritis

11



inducida por virus puede ser dificil de confirmar, pero debe considerarse en todos
los pacientes que presentan sintomas poliarticulares de inicio agudo 7. En
general, la artritis por infeccion viral es més frecuente en adultos que en nifios, a

pesar de que la mayoria de las infecciones viricas se producen en la infancia 12,

La artritis por el virus de Epstein-Barr (VEB) tiene una presentacion poliarticular a
lo largo de la infeccidon y, aunque es mas frecuente en adultos, también afecta a
adolescentes. La presencia de leucopenia, trombocitopenia y, ocasionalmente,
positividad de los anticuerpos antinucleares puede plantear confusion con el lupus
eritematoso sistémico (LES). En la literatura se han publicado pocos casos de
infeccion por citomegalovirus y en todos ellos se ha aislado el virus en el liquido

sinovial. Lo mismo sucede con el herpes simple 112,

Debe considerarse una artritis viral cuando la artritis persiste mas de 6 semanas.
Dada la alta tasa de infecciones en la poblacion general (como con el EBV), los
anticuerpos IgG positivos solos no son diagnésticos. Del mismo modo, los
anticuerpos IgM no siempre representan una infeccion reciente, ya que pueden

persistir hasta por 2 afios [?8l,

1.3.2 Sindrome de Reiter (Artritis reactiva)
En 1916, Reiter describi6 la triada de artritis, uretritis no gonocécica y conjuntivitis.

En 1969, Ahvonen introdujo el término artritis reactiva (ARe) en pacientes que
presentaban una artritis aguda seguido de una infeccién en cualquier parte del
cuerpo, pero sin que los gérmenes entraran en la articulacion [, La American
Rheumatism Association definié el sindrome de Reiter (SR) en 1981 como una
artritis periférica de mas de un mes de duracion asociada a uretritis, cervicitis o
diarrea 2%, Aunque la ARe se considera una artritis estéril, se han encontrado
productos de degradacion y ADN bacteriano en las membranas sinoviales de
estos pacientes, por lo que es mas adecuado al definir las ARe decir que los
agentes infecciosos no pueden ser cultivados de muestras de liqguido o membrana

sinovial 111,

La artritis reactiva es un sindrome inmunomediado provocado por una infeccion

reciente. La hipodtesis es que cuando las bacterias invasoras, tales como podrian

12



ser Salmonella enteriritis, Salmonella typhimurium, Shigella disenteriae, Shigella
flexneri, Yersinia enterocolitica o Campilobacter yeyuni, alcanzan la circulacion
sistémica, los linfocitos T son inducidos por fragmentos bacterianos tales como
lipopolisacaridos y acidos nucleicos. Se sabe que la artritis reactiva se
desencadena por una infeccion bacteriana, particularmente del aparato
genitourinario o del tracto gastrointestinal (Gl) ?°. Los agentes patégenos
implicados en las ARe se caracterizan por ser bacterias gramnegativas con

capacidad de invasion intracelular [,

Actualmente existen dos teorias respecto al SR: la teoria epidémica donde la
precede una enfermedad diarreica aguda secundaria a la infeccion por algunas de
las bacterias anteriormente mencionadas. Y la teoria endémica que es posterior a
una infeccion de transmision sexual por gérmenes como: Chlamydia trachomatis o
el Ureaplasma urealyticum 9. La incidencia es de aproximadamente 2% a 4%
después de una infeccién urogenital, principalmente con Chlamydia trachomatis y
varia de 0% a 15% después de infecciones gastrointestinales con Salmonella,

Shigella, Campylobacter o Yersinia 2,

Debido a que la ARe puede acompafiarse de una variedad de sintomas
extraarticulares, como uveitis, carditis, inflamacién intestinal o sintomas
mucocutaneos, el SR es en realidad una manifestacion clinica de la artritis reactiva
(11 E| sindrome de Reiter compromete preferencialmente el tendén de Aquiles, la
fascia plantar, el tobillo y las articulaciones subtalares. El 20 % de los individuos
con sindrome de Reiter con antigeno leucocitario humano (HLA) B27 positivo
desarrollan sacroileitis unilateral o bilateral o un cuadro completo de espondilitis

anquilosante 30 391,

La persistencia bacteriana en el interior del organismo parece ser diferente segun
el tipo de bacteria implicada. En el caso de la infeccién por Chlamydia, la bacteria
alcanza la articulacion y permanece viva en su interior, mientras que, en la
infeccion por Yersinia o Salmonella, la bacteria no es capaz de sobrevivir a nivel
intraarticular o, si lo hace, es por un corto espacio de tiempo. En la infeccion por

Chlamydia se ha demostrado la presencia de ADN y ARN bacteriano a nivel
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articular, lo que indica que existen bacterias vivas y metabdlicamente activas en el
interior de la articulacién, aunque en una forma no cultivable. Este ADN bacteriano
actia como un potente inductor de la inflamacién articular por un proceso

dependiente del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) [11. 23],

Se han implicado diferentes mecanismos para justificar la persistencia de la
Chlamydia en la articulacion. Se ha visto que existe una disminucion en la sintesis
de antigenos de membrana de la bacteria (MOMP) que explicaria su morfologia
aberrante encontrada en la articulacion y la atenuacion de su poder inmunogénico.
Por otro lado, Chlamydia es capaz de disminuir la apoptosis de los monocitos
afectados, interfiriendo en la liberacion de citocromo C de la mitocondria de la
célula, lo que atenua la expresion de las moléculas presentadoras de antigeno de
clase I'y Il (MHC-l y 1) e induce la apoptosis de linfocitos T por TNF-a, facilitando

la evasion de una respuesta inmune eficaz 11231,

1.4 Virus del herpes
La familia Herpesviridae comprende a varios virus estructuralmente similares que

se encuentran tanto en el hombre como en los animales ?l. De los mas de 100
virus herpes conocidos, 8 infectan rutinariamente solo a humanos: virus herpes
simplex tipos 1y 2, virus varicela-zoster, citomegalovirus, virus Epstein-Barr, virus
herpes humano 6 (variantes A y B), virus herpes humano 7 y virus del sarcoma de
Kaposi o virus del herpes humano 8. Todos los virus del herpes pueden establecer
una infeccion latente dentro de tejidos especificos, que son caracteristicos de cada
virus Y. Estos virus son ubicuos y figuran entre los agentes infecciosos adquiridos
con mayor frecuencia . La familia de los virus herpéticos es muy numerosa.
Incluye virus “benignos” y “malignos”, virus de accion inmediata y de lenta

participacion en la patologia humana [,

Todos los virus herpes son clasificados como tales por presentar dos cualidades:
su ultraestructura y la capacidad para producir infecciones intracelulares latentes,
que pueden reactivarse periodicamente. Segun sus propiedades biologicas se

subdividen en tres subfamilias [2:
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Alfaherpesvirinae, que incluye los virus herpes simplex 1 (HSV-1), herpes
simplex 2 (HSV-2) y varicela-zoster (VZV). Estos virus lisan las células
infectadas, crecen de forma rapida en cultivos celulares y establecen
infecciones latentes en ganglios neurales sensoriales o sensitivos.
Betaherpesvirinae, que comprende el citomegalovirus (CMV), el virus
herpes humano 6 (HHV-6) y el virus herpes humano 7 (HHV-7). El
crecimiento de estos virus es lento en cultivos celulares. Infectan tejidos
linfoides, las glandulas salivales y los rifiones.

Gammaherpesvirinae, que comprende el virus Epstein-Barr (EBV), el cual
replica en células linfoides y puede producir infecciones liticas en células

epiteliales; la latencia se establece en células linfoides. Dentro de este

grupo se ubica también al virus herpes humano 8 (HHV-8).

Cada especie es agente causal de ciertas enfermedades en particular como se

describe en la tabla 1.

Subfamilias Especie Agente causal de:
Virus herpes simplex tipo 1 | Herpes simplex, gingivoestomatitis, faringitis,
(HSV-1) amigdalitis y queratoconjuntivitis.
Alfaherpesvirinae Virus herpes simplex tipo 2 | Herpes genital.
(HSV-2)
Virus varicela-zoster (VZV) Varicela y herpes zoster. (Herpesvirus tipo 3).
Citomegalovirus (CMV) Enfermedad citomegilica, sindrome
mononucledsico. (Herpesvirus tipo 5).
Betaherpesvirinae Virus herpes humano 6
(HHV-6) Exantema subito.
Virus herpes humano 7
(HHV-7)
Virus Epstein-Barr (EBV) Mononucleosis infecciosa, linfoma de Burkitt,
Commmaliersaitie . carcinoma nasofar.l’ngeo. (Herpesvirus tipo 4).
Virus herpes humano 8 | Sarcoma de Kaposi.
(HHV-8)

Tabla 1. Clasificacién de los virus herpes humano 23],

1.5 Virus del herpes tipo 4 (Virus Epstein Barr)

1.5.1 Descubrimiento del VEB

Burkitt, un cirujano inglés que trabajaba en Africa, describid la existencia de

linfomas en nifios con compromiso mandibular 2. El virus Epstein Barr (VEB) fue

descubierto por microscopia electronica en células cultivadas de tejido con linfoma

de Burkitt, por Epstein, Achongy Barr. El DNA del VEB fue detectado en tejidos de
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pacientes con carcinoma nasofaringeo en 1970P). Este virus tenia todas las
caracteristicas principales de los miembros de la familia Herpesviridae. Este
agente infeccioso fue cultivado en linfocitos B humanos, a los cuales
sistematicamente inmortaliza y transforma in vitro 2. En 1980 se observé que el
VEB estaba asociado con el linfoma no Hodgkin y la leucoplasia vellosa oral en
pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida. EI VEB tiene una alta
prevalencia, infectando el 90% de la poblacion, con tendencia a la cronicidad,
frecuentemente con un curso asintomatico. El VEB esta muy relacionado con los
virus presentes en los primates del viejo mundo, incluyendo chimpancés y el mono

Rhesus B,

1.5.2 Epidemiologia de VEB
Tiene distribucidon cosmopolita, pero la mayoria de las infecciones primarias

cursan en forma subclinica. Se transmite por contacto con secreciones de la
orofaringe y se considera que pudiera transmitirse por actividad sexual, ya que los
Epstein-Barr virus se han aislado de secreciones cervicales y vaginales Bl La
incidencia de infecciones ocasionadas por el virus de Epstein-Barr, tal como la
mononucleosis infecciosa, en poblacién mexicana se desconoce, sin embargo es
necesario considerar el diagndstico sintomético y la sistematizacién en el registro

de la enfermedad [46],

La respuesta del huésped ante una infeccion por este virus depende de la
integridad de su estado inmunoldgico; por lo que una respuesta inefectiva ocurre
en personas con inmunodeficiencia congénita o adquirida, permitiendo una gran
proliferacion de las células B infectadas. En contraste el predominio de la infeccion
en adolescentes y adultos y la capacidad de experimentar una infeccion
sintomatica sugieren que la respuesta exagerada del huésped contra el VEB

conduce al desarrollo de enfermedad .

1.5.3 Caracteristicas virales de VEB
Desde el punto de vista de la ultraestructura, tienen una envoltura lipoproteica

originada por su interacciébn con las membranas celulares [@. Es un virus

icosaédrico, con ADN bicatenario, capside de 162 capsdmeros y envoltura amorfa
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con glicoproteinas salientes a manera de puas . Lo particular de estos virus es
que entre la envoltura y la cépside presentan una zona fibrilar, amorfa,
denominada tegumento que no se observa en otras familias virales @, Puede
pasar por una etapa de latencia que se caracteriza por la persistencia del virus,
provocando una restriccion de la expresion viral con alteracion del crecimiento
celular y proliferacién, con retencion del potencial para la reactivacién y
reproduccion del ciclo litico. De esta manera se logra persistencia intracelular del

genoma viral completo 2,

1.5.4 Mecanismo de invasion al huésped e infeccion latente
La infeccion inicia con la invasion viral en la faringe. El virus se replica en las

células epiteliales y en linfocitos, y produce lisis celular. A continuacion infecta
linfocitos B, los cuales generalmente no destruye, pero en los que si establece la
infeccion latente 1B, Es decir, se acepta que, luego de un periodo de incubacién
prolongado (30-50 dias), el virus replica en el epitelio faringoamigdalino y luego
infecta a linfocitos B ubicados en las estructuras linfoides denominadas “anillo de
Waldeyer” 121,

Para que el virus logre entrar a la célula B (linfocito B), su glicoproteina principal
de envoltura gp350 se une al receptor viral, la molécula CD21 que se encuentra en
la superficie de la célula B, la cual posee un papel patofisiolégico permitiendo la
entrada del virus a los linfocitos B, a las células dendriticas foliculares y a ciertas

células epiteliales (como las de la cérvix del Gtero) > 491,

Una vez dentro de la célula huésped la transcripcion, la replicaciéon del genoma y
el ensamblaje de la capside se producen en el nlacleo de dicha célula. Los genes
se replican en un orden especifico: (1) genes inmediatos tempranos, que codifican
proteinas reguladoras; (2) genes tempranos, que codifican enzimas para replicar
ADN viral; y (3) genes tardios, que codifican proteinas estructurales. El tegumento
y la envoltura se adquieren a medida que el viridn brota a través de la membrana
nuclear o el reticulo endoplasmico. Los viriones se transportan a la membrana
celular a través del complejo de Golgi, y la célula huésped muere a medida que se

liberan los viriones maduros (ver figura 2). Alternativamente, en tipos de células
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seleccionadas, el virus puede mantenerse en un estado latente como fue

mencionado anteriormente 31,

Cabe mencionar que cuando el virus penetra el nucleo del linfocito B, parte de su
DNA se incorpora en forma lineal al DNA celular 4. Después de la infeccion de las
células B, el genoma lineal se torna circular, formando un episoma (ver figura 3),
manteniéndose usualmente latente ®l. Después de la transformacion la célula se
divide y la progenie tiene varias genocopias del virus en forma latente. Ademas de
contener los antigenos virales, los linfocitos B transformados producen y secretan
inmunoglobulinas, sobre todo de clase IgM . Estos linfocitos B infectados se
diseminan en todo el sistema fagocitico mononuclear y la respuesta inmune

celular especifica del virus persiste en la sangre periférica por toda la vida [51.

Si la infeccion primaria ocurre durante los primeros afios de vida, la infeccion es a
menudo subclinica. Si la infeccién primaria se presenta en la segunda década de
la vida (15-24 afios), se desarrolla un cuadro agudo con fiebre, dafio en la
garganta, crecimientos ganglionares, ataque al estado general, dolor de cabeza,

esplenomegalia y la presencia sanguinea de linfocitos atipicos [,

1.5.5 Mecanismo inmunolégico de la infeccion latente
Los linfocitos B de memoria pueden ser el sitio de persistencia del VEB, en adultos

normales de 1 a 50 linfocitos B por millon en la circulacion son infectadas por el
VEB, y el numero de células infectadas latentes permanece estable por varios
afos. De los casi 100 genes virales expresados durante la replicacion, sélo 10 se
expresan en las infecciones latentes de las células B in vitro, expresando dos tipos
de RNA no mensajero, seis proteinas nucleares, y dos proteinas de membrana. El
antigeno nuclear de la proteina del VEB (EBNA-1), es una proteina que se une al
DNA viral y permite que el genoma del VEB se mantenga como episoma en la
célula B. EI EBNA-2 regula la expresion de las proteinas de latencia de membrana
LMP-1 y LMP-2, asi como las proteinas celulares que contribuyen al crecimiento y

transformacion de los linfocitos B [®l.

El RNA no mensajero del VEB (EBER) no codifica proteinas, pero son parte

importante de la oncogénesis y resistencia a la apoptosis. El RNA BARFO, ha sido
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detectado en las células B (CB) infectadas de forma latente ®l. Mientras que los
anticuerpos (IgG) contra EBNA-1 también podrian ser detectados ya que tardan
varios meses en desarrollarse, pero también persisten de por vida [7.Las
enfermedades asociadas al VEB generalmente muestran una expresion viral
genética limitada a 1 de 3 patrones: 1) EBNA-1 y EBER, 2) EBNA-1, LMP-1, LMP-
2 y EBER, 3) todos los genes de latencia son expresados. Se observa un cuarto
patron de latencia en las CB obtenidas de sangre periférica proveniente de
personas sanas infectadas con VEB en el pasado, en donde s6lo EBER y LMP-2 y

en algunos estudios EBNA-1 habian sido detectados [

@)

Figura 2. Esquema de las principales etapas de la replicacion de los virus herpes. 1. Adsorcién y penetracion. 2.
Descapsidacidn. 3. Sintesis inmediata temprana de proteinas alfa. 4. Sintesis temprana de proteinas beta y replicacion
del DNA viral. 5. Sintesis tardia de proteinas gamma (proteinas estructurales). 6. Ensamblaje y maduracién. 7.
Liberacién y exocitosis. 8. DNA viral. 9. RNAm. 10. Proteinas. 11. Nucleo celular. 12. Citoplasma celular [21,
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Figura 3. Genoma del virus de Epstein Barr [5],

1.6 Artritis y virus de Epstein-Barr
Aunqgue la patogenia de la AR aun no se ha aclarado en detalle, parece ser una

enfermedad multifactorial que involucra factores genéticos y ambientales. Entre los
factores genéticos, se ha demostrado que los alelos de antigeno leucocitario
humano DRB1 (HLA-DRB1) influyen en la susceptibilidad y la gravedad de la AR.
Los alelos HLA-DRB1 que contienen los motivos de QKRAA, QRRAA y RRRAA en
las posiciones 70-74 de la tercera regidn hipervariable estan fuertemente
asociados con la AR, y estos alelos se han denominado epitopes compartidos
(SE). El tabaquismo es un factor de riesgo ambiental para el desarrollo de la AR [©;
ya que se ha observado que el tabaco afecta la respuesta inmune tanto celular
como humoral y podria tener tanto efectos pro-inflamatorios como
inmunosupresores a través de mecanismos diversos 2, por otro lado como fue
mencionado anteriormente, fumar induce la expresién de peptidil arginina
deiminasa en macrofagos alveolares, que convierten la arginina en citrulina. Estos
péptidos citrulinados se presentan al sistema inmunitario dando como resultado
ACPA %51, Un meta-analisis mostré que la incidencia de la AR era un 26% mayor

en los fumadores que en los no fumadores. También se sospecha que los agentes
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microbianos, particularmente las infecciones periodontales, son un
desencadenante ambiental para la AR. Se ha demostrado ampliamente una
relacion entre el virus de Epstein-Barr (VEB) y la AR €,

La primera indicacion de una relacion entre el EBV y la AR se informé en 1978, lo
gue demuestra que los anticuerpos contra el antigeno nuclear del EBV (EBNA)
difieren entre los pacientes con AR y los controles normales. Tosato et al.
descubrieron que la funcion de las células T supresoras especificas de EBV
estaba defectuosa en pacientes con AR[*8, lo que sugiere que la persistencia del
VEB con una deficiencia reguladora especifica de células T puede contribuir a
varias anomalias inmunitarias en la AR. La carga de ADN del VEB en linfocitos de
sangre periférica aumentdé en la AR en comparacion con los controles sanos.
Varios estudios han demostrado que la proteina de membrana latente-1 (LMP1),
asi como los ARN pequerios codificados por el virus de Epstein-Barr (Epstein—Barr
virus-encoded small RNAs, EBER) y EBNA-2 podrian detectarse en el tejido
sinovial en pacientes con AR 61,

Algunos investigadores encontraron que EBNA2 y sus factores de transcripcion
relacionados activan algunos de los genes humanos asociados con el riesgo de
lupus y otras enfermedades autoinmunes, como la esclerosis multiple, la artritis
reumatoide, la enfermedad inflamatoria intestinal, la diabetes tipo 1, la artritis

idiopatica juvenil y la enfermedad celiaca 12,

A través de una nueva técnica computacional y bioquimica desarrollada por un
equipo, que se conoce como el algoritmo de Interseccion del Locus del Elemento
Regulador (RELI), los investigadores estan filtrando y comparando una gran
coleccion de datos genéticos y de proteinas de individuos sanos y personas con
enfermedades autoinmunes. El algoritmo RELI, identific6 una serie de regiones
reguladoras de union de EBNA2 en los genes relacionados con desarrollar lupus
asi también encontré los factores de transcripcion. Por lo anterior se sabe esta
unién podria estar asociada en el desarrollo de artritis reumatoide, enfermedad
inflamatoria intestinal, esclerosis multiple, diabetes tipo 1, enfermedad celiaca y

artritis idiopatica juvenil (191,
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1.7 Chlamydia
El grupo mejor estudiado en el phylum Chlamydiae es la familia Chlamydiaceae,

que comprende 11 especies que son patdégenas para los humanos o animales .
La Chlamydia es una bacteria Gram negativa, no movil, de vida parasitaria
intracelular obligada porque carece de habilidad para sintetizar ATP, son parasitos
energéticos, no tienen vida libre y colonizan el citoplasma de las células
susceptibles [7]. Algunas especies que son patégenas para los animales, como el
patdogeno aviar Chlamydia psittaci, pueden transmitirse a los humanos. El
patdbgeno para ratdbn es Chlamydia muridarum, sin embrago también se ha
encontrado relacionada con infecciones del tracto genital. Chlamydia trachomatis y
Chlamydia pneumoniae, son las principales especies gque infectan a los humanos,
responsables de una amplia gama de enfermedades, como lo son la enfermedad
inflamatoria pélvica, tracoma, linfogranuloma venéreo (LGV), neumonia,

bronquitis, faringitis, entre otras [€l.

1.7.1 Caracteristicas basicas de Chlamydia
Una caracteristica de esta bacteria es que carece en su pared del acido n-

acetilmuramico. Se dividen por fision binaria y contienen ribosomas similares a las
bacterias gram negativas. La membrana Chlamydial propuesta por microscopia
electronica muestra dos membranas celulares trilaminares caracterizadas por la
ausencia de peptidoglicanos. La membrana presenta proteinas extracelulares
ricas en cisteina, las cuales estan unidas en forma cruzada mediante puentes
disulfuro en los cuerpos elementales (CE) para proveer una integridad estructural

de resistencia frente a situaciones de estrés mecanico y osmético 1,
Las proteinas de la envoltura Chlamidial ricas en cisteina incluyen:

1. MOMP (Proteina mayor de membrana externa), expresada en la envoltura
del cuerpo elemental, pesa 40 kDa, constituye casi el 60% del total de las
proteinas de la membrana externa y esta codificada por el gen omp 1;
muestra una funcion de porina, se glicosila post-traduccién; actualmente, se
ha visto que juega un rol en la adherencia electrostatica y contiene epitopes

antigénicos de superficie.
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2. Proteina de 60 kDa: esta proteina estad codificada por el gen omp2. Se
encuentra en el espacio periplasmico, dando a las Chlamidias una
integridad semejante a la dada por el peptidoglicano. Los cuerpos
reticulados (CR) no contienen la proteina de 60 Kda.

3. Proteina de 12-15 kDa: codificada por el gen omp 3, es una lipoproteina

hidrofilica. Los CR no contienen esta proteina [l.

El género Chlamydia tiene un genoma bacteriano pequefio comparado con
micoplasma. El genoma cromosémico de Chlamydia tiene 1.042.519 pb, (58.7%
de A-T).
1.7.2 Mecanismo de invasion de Chlamydia

Las Chlamydias tienen un ciclo reproductivo comun. La particula infectante estable
en el ambiente es una célula pequeia llamada cuerpo elemental [’l. La unién de
los cuerpos elementales a las células huésped se inicia mediante la formacion de
un puente trimolecular entre las adhesinas bacterianas, los receptores del
huésped y los proteoglicanos del heparan sulfato del huésped (HSPG) 132, Es
decir, para adherirse a las células huésped se requiere un sulfato de heparina
parecido a la glucosamina glucano sobre la superficie de la Chlamydia. Después
de la adhesion, el cuerpo elemental se introduce por fagocitosis a la célula
huésped dentro de una vacuola derivada de la membrana superficial. Este
corpusculo elemental se reorganiza en uno mas grande llamado: cuerpo reticulado
[/l Los cuerpos elementales y los cuerpos reticulados son morfologica vy
funcionalmente distintos 32, Dentro de la vacuola rodeada por una membrana, el
cuerpo reticulado aumenta de tamafo y se divide varias veces por fision binaria.
Con el tiempo toda la vacuola se encuentra llena de cuerpos elementales
derivados por la fision binaria de los cuerpos reticulados para formar una inclusién
en el citoplasma de la célula huésped como se observa en la figura 4. Los cuerpos
elementales recién formados pueden liberarse de la célula huésped para infectar

nuevas células. El ciclo de reproduccion dura de 24 a 48 horas ["],
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Figura 4. Mecanismo de invasion de Chlamydia. El cuerpo elemental se introduce por fagocitosis a la célula huésped
dentro de una vacuola [7: 411, CE: Cuerpo elemental, CR: Cuerpo reticulado.

1.8 Chlamydia trachomatis

C. trachomatis es una de las especies pertenecientes al género Chlamydia
anteriormente descrito. La presencia de Chlamydia trachomatis en el tracto genital
se describié por primera vez de forma indirecta cuando se observo una oftalmia no
gonocécica o0 amicrobiana en los recién nacidos. En 1910, Heymann not6 la
presencia de inclusiones en muestras del cuello uterino de la madre y la uretra del
padre de un bebé con blenorrea de inclusion. Incluso es posible que la
identificacion de la clamidia en el tracto genital se haya descrito anteriormente
como la causa de una uretritis amicrobiana. Utilizando la técnica del saco vitelino,
Jones et al. 19 fueron los primeros en recuperar C. trachomatis del cuello uterino
de una madre con enfermedad inflamatoria pélvica (EIP). En la década de 1970, la
introduccidn de técnicas de cultivo de tejidos mejoré en gran medida la capacidad
de aislar la clamidia de los tractos genitales de hombres y mujeres y los ojos de

los recién nacidos @

1.8.1 Epidemiologia de C. trachomatis
Chlamydia trachomatis es el patégeno bacteriano de transmision sexual mas

prevalente en EE.UU. En 2018 se declar6 en el CDC (Centers of Disease Control

24



and Prevention) que el 97.4% de todos los casos de clamidia reportados en
mujeres se encontraban entre las personas de 15 a 44 afios. Las tasas mas altas
especificas por edad de casos reportados de clamidia en 2018 fueron entre las
personas de 15 a 19 afos (3,306.8 casos por cada 100,000 mujeres) y 20 a 24
afos (4,064.6 casos por cada 100,000 mujeres) 24, En México, su prevalencia no
se conoce por completo, debido a que no todos los estados de la Republica
Mexicana llevan a cabo este estudio. En Ciudad de México se informa una
prevalencia de infeccion genital de 1,5 al 28,9% en diferentes poblaciones
femeninas, mientras que, por serologia, la prevalencia es mucho mayor, llegando
hasta 38,3% en mujeres infértiles con oclusion tubarica, 35,4% en pacientes
infértiles sin oclusion tubarica y 22,6% en mujeres embarazadas [?2. La mayoria
de las infecciones (70 a 80%) en mujeres son asintomaticas; sin embargo, se
estima que 5 de cada 1,000 desarrollaran infertilidad por factor tubarico. Las
secuelas a largo plazo de una infeccién por C. trachomatis en mujeres con
enfermedad inflamatoria pélvica (EIP) incluyen dolor abdominal crénico, embarazo

ectdpico e infertilidad !,

En los hombres, la complicacibn mas grave es la epididimitis, pero no la
infertilidad, y la artritis reactiva (sindrome de Reiter [uretritis, conjuntivitis y artritis])

también se ha asociado con la clamidia [©.

1.8.2 Caracteristicas particulares de C. trachomatis
Como fue mencionado, Chlamydia tiene un genoma bacteriano pequeio, siendo

importante recalcar que existen diferencias entre las especies, por ejemplo, C.
trachomatis tiene un plasmido criptico de 7,493 pb que no posee la C.
pneumoniae. Ademas, andlisis del genoma Chlamydial ha mostrado que codifica
para 875 proteinas aproximadamente, que no son necesariamente expresadas, 70
de las cuales son exclusivas de C. trachomatis. Todos los plasmidos de C.
trachomatis aislados de humanos son extremadamente similares con menos de un
1% de variaciones en la secuencia de nucleotidos, todos tienen alrededor de 7.500

nucleotidos, con 8 marcos de lectura abiertos [71,
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1.9 Artritis reactiva y Chlamydia trachomatis

Las bacterias gramnegativas comparten una serie de antigenos que se han
implicado en los mecanismos patogénicos de la inflamacion articular en las ARe,
como los lipopolisacéridos (LPS) o las heat shock protein (HSP60). Los LPS
forman parte de la membrana externa de estas bacterias y se han detectado en la
articulacion inflamada de enfermos con ARe. Este antigeno, una vez procesado a
nivel intracelular, actia estimulando los linfocitos y la produccion de citosinas
proinflamatorias. Las HSP60 se han detectado en células del liquido sinovial y
ademas se han podido detectar en células mononucleares de sangre periférica,

incluso varios afios después del desarrollo de la ARe [23:24],

En las ARe asociadas a clamidia, la puerta de entrada de la infeccion se produce a
nivel urogenital. Las bacterias implicadas, por su capacidad de sobrevivir en el
interior de las células, son capaces de evitar los mecanismos de defensa del
huésped y diseminarse en el organismo hasta alcanzar la articulacion,

adaptandose a este medio [23l.

Como se observé anteriormente en la figura 2, todas las especies de clamidia
tienen un ciclo de desarrollo bifasico. En la primera fase el cuerpo elemental
(forma infecciosa extracelular del microorganismo) se une a la célula
(generalmente células epiteliales) a los receptores de proteinas de baja densidad.
Se convierte en una inclusion citoplasmatica, dentro del cual el cuerpo reticular se
transforma en la forma metabodlicamente activa, sufre una serie de divisiones
celulares y se reorganiza a la forma de cuerpo elemental que se libera por lisis
para propagar de nuevo la infeccion [, Existe, sin embargo, una serie de
mecanismos implicados en la «persistencia» de la clamidia en la articulacion. Se
inducen un bloqueo del ciclo de desarrollo de la clamidia, la interrupcion de la
produccion y liberacion de cuerpos elementales, y una disminucion en la actividad
metabdlica que le hacen refractarias al tratamiento antibiotico. Se produce una
replicacion de clamidia en ausencia de divisién celular, una disminucién de la
expresion de las proteinas de membrana (ompl) que conducen a una morfologia

aberrante intracelular de la clamidia y una disminucién del poder inmunogénico [231,
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1.9.1 Diagndstico de C. trachomatis

1.9.1.1 Pruebas seroldgicas
Debido a sus caracteristicas inmunoldgicas existe una reaccion cruzada con C.

pneumoniae, una bacteria sumamente frecuente en la poblacién. Tiene ademas
una sensibilidad limitada, ya que existe un predominio de respuesta celular sobre
la humoral porque la clamidia es un patégeno predominantemente intracelular. Los
anticuerpos IgG permanecen elevados durante meses y se deben combinar con
anticuerpos IgM y/o IgA, lo que indicaria una infeccién persistente (Figura 5) [23,

1.9.1.2 Reaccion en cadena de polimerasa

Pocas técnicas han revolucionado la ciencia y la investigacion biomédica como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR permite la amplificacion de
regiones especificas de ADN mas de mil millones de veces y permite la
manipulacion de ADN para técnicas como la clonacién de genes. El campo de la
biologia molecular moderna debe la mayor parte de su éxito a la PCR, y las
grandes empresas, como el Proyecto del Genoma Humano, fueron posibles como
resultado de esta técnica. Ademas, la PCR ha cambiado la apariencia de la
medicina y ahora se usa de manera rutinaria como una herramienta de diagndstico

en la identificacion de enfermedades e infecciones microbianas 2.

La capacidad de la PCR para amplificar y detectar pequeiias cantidades de
material genético ha afectado enormemente el campo de las enfermedades
infecciosas. Los médicos ahora pueden detectar rapidamente la presencia de
microbios que son dificiles de cultivar o que requieren semanas para crecer. La
PCR se usa comunmente para identificar Mycobacterium tuberculosis, virus de
inmunodeficiencia humana, virus del herpes simple, sifiis y muchos otros

patégenos 2,

La PCR se considera el «patrén de oro» para el diagnéstico de la ARe por
clamidia. Es una técnica validada, sensible y especifica para la deteccion de ADN
de clamidia en muestras de orina, exudado uretral o cervical. La determinacion en

el liquido sinovial, los monocitos de sangre periférica y en la membrana sinovial
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solo se realiza en centros especializados y esta todavia sometida a variaciones

técnicas pendientes de validacion [23],

A+ PCR+

Titulo de anticuerpos

e |nfeccidn

Periodo de incubacién 3 sem. 6 sem. Tiempc‘;

Figura 5. Dinamica de la aparicidn de titulos de anticuerpos y marcadores moleculares para ser detectado por
serologia o técnica de PCR [23],
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2. Justificacion

Las enfermedades reumaticas pueden tener una etiologia multifactorial; aun se
desconoce el principal factor que desencadena a estas enfermedades tal es el
caso de artritis reumatoide, sin embargo, existen reportes y articulos que la
relacionan con virus y bacterias como el virus de Epstein Barr y las bacterias de la
familia Chlamydiaceae. Por lo que se pretende analizar las muestras de liquido
sinovial provenientes de pacientes que presenten algun tipo de enfermedad
reumatica y asi encontrar con qué frecuencia se detecta el virus de Epstein Barr y
la bacteria Chlamydia trachomatis en dichas muestras para asi confirmar la

relacion que existe entre éstos patdgenos y las enfermedades reumaticas.

3. Hipotesis

La técnica de PCR punto final nos permitirda detectar la presencia del virus de
Epstein Barr y de la bacteria Chlamydia trachomatis en las muestras de liquido
sinovial y sangre de los pacientes con enfermedades articulares y se podra
confirmar la relacién y/o asociacion entre estas enfermedades y estos patdgenos
como unos de sus posibles agentes causales.

4. Objetivos

General:

- Detectar mediante PCR punto final Chlamydia trachomatis y virus de
Epstein Barr en muestras de liquido sinovial y sangre periférica de

pacientes reumaticos.
Especificos:

- Extraer el DNA de muestras de liquido sinovial y sangre.

- Determinar los oligonucleotidos especificos para Epstein Barr y Chlamydia
trachomatis a utilizar.

- Estandarizar las condiciones de la PCR punto final para la amplificacion de

los fragmentos esperados.
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- Deteccion y andlisis de resultados.

5. Criterios de inclusion (grupo de estudio)
Pacientes con rango de edad de 18 — 80 afios que presenten algun tipo de

enfermedad reumatica como artritis reumatoide, osteoartritis, artritis reactiva,
osteoporosis, etc., de los cuales se tomard una muestra de liquido sinovial o

sangre.

6. Criterios de inclusion (grupo control negativo)
Personas voluntarias que no presentan ningun tipo de padecimiento reumatico y

que no se encuentren en tratamiento antimicrobiano por lo menos 7 dias antes de

la toma de muestra.

7. Criterios de exclusion
Personas que no cumplan los requisitos mencionados anteriormente.

8. Universo de estudio
En total se obtuvieron 62 muestras clinicas de liquido sinovial y sangre periférica,

de éstas, 46 muestras son de liquido sinovial y 16 muestras son de sangre
periférica. Estas muestras son provenientes del servicio de reumatologia del
centro médico de oriente “Gral. Manuel Avila Camacho” IMSS del estado de
Puebla y del hospital de traumatologia y ortopedia “Doctor y General Rafael
Moreno Valle” las cuales eran exclusivas de pacientes con enfermedades

reumaticas.

Ademas, se obtuvieron 21 muestras de sangre periférica con la finalidad de ser
utilizadas como control negativo por lo que éstas provienen de personas
voluntarias que no presentaban ningun tipo de enfermedad o padecimiento

reumatico.
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9. Esquema de trabajo

16 muestras de
sangre

46 muestras de
liquido sinovial

21 muestras de sangre
de voluntarios sanos

Extraccién DNA (Kit High
Pure PCR Template)

!

PCR con oligonucledtidos del gen
enddgeno GAPDH (gliceraldehido- ——

3-fosfato deshidrogenasa)

Amplificacion de

muestras positivas

S ——

Negativas

!

PCR con oligonucleoétidos
especificos para el VEB

!

PCR con oligonucleétidos
especificos para C.
trachomatis

!

Electroforesis en gel de
agarosa al 2.0%

!

Tincién con BEt y
visualizacion en el
fotodocumentador

!

Secuenciacion
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10. Metodologia

10.1 Muestras
Se obtuvieron 46 muestras de liquido sinovial y 16 muestras de sangre de

pacientes que presentaban algun tipo de enfermedad reumatica, provenientes del
centro médico de oriente “Gral. Manuel Avila Camacho” Instituto Mexicano del
Seguro Social del estado de Puebla, asi como del hospital de traumatologia y
ortopedia “Doctor y General Rafael Moreno Valle” del mismo estado. Ademas de
21 muestras de sangre individuos voluntarios sanos, que no presentaban ninguna

enfermedad reumatica.

10.2 Extraccion de acidos nucleicos
A todas las muestras se le realizo la extraccion de ADN mediante el kit “High

Pure PCR Template” de Roche. Para hacer mas eficiente el proceso y obtener
mayor cantidad de acidos nucleicos (ADN) de las muestras de liquido sinovial,
éstas se centrifugaron a 14’000 rpm durante 15-20 minutos antes de empezar la
extraccidon con las correspondientes instrucciones del kit. Al término de la
extraccion, las muestras de ADN eran cuantificadas en un nanofotémetro (Implen)

para saber la concentracion y grado de pureza de ADN.

10.3 Viabilidad de las muestras
Posteriormente para corroborar la integridad del ADN de estas muestras se realiz6

la amplificacion por PCR punto final con oligonucleétidos especificos para el gen
endégeno GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) que amplifican un
producto de 264pb (ver tabla 2). (Alineamiento de oligonucleétidos en anexos). El

contenido de la reaccién se indica en la tabla 3:

Nombre Tamafio Nombre del Tamafio del

del gen -
del gen rimer
& (pb) P

amplificado

Secuencia del primer Condiciones de la reaccion PCR Referencia

1ciclo | 94°C por 3 minutos

GAPDHFw | 5-GTGAAGGTCGGAGTCAACGGAT-3'
GAPDH | 763 264pb
GAPDHRvV 5’-GCCAGCATCGCCCCACTTG-3’

35 ciclos | 5geoc por 30 segundos

72°C por 45 segundos

94°C por 30 segundos | Balm et al.
(2012)

Tabla 2. Datos generales utilizados para la amplificacion del gen endégeno GAPDH mediante la ténica de PCR.
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Reaccion PCR GAPDH
H20 16.1 pL
10X DreamTagq Buffer (50 mM MgClz) 25puL
dNTPs (10mM) 1.25puL
DreamTag DNA polimerasa (5 U/ pL) 0.15 pL
Primer Forward (10 pM) 1.25 uL
Primer Reverse (10 pM) 1.25 uL
Templado 25puL
Volumen final 25 uL

Tabla 3. Contenido de la reaccion de PCR con los oligonucleétidos del gen endégeno GAPDH.

Al finalizar las reacciones de amplificacién, se les realiz6 corrimiento
electroforético en gel de agarosa al 2% y posteriormente fueron visualizadas en el
fotodocumentador (Gel Logic 212 PRO). Las muestras que no presentaban el
amplificado esperado, eran procesadas nuevamente desde la extraccién del ADN,
mientras que las que si amplificaban se preparaban para la reaccion con los
oligonucledtidos sefalados en la tabla 3 para la deteccion del VEB y Chlamydia
trachomatis.

10.4 Amplificacion de acidos nucleicos para deteccion de VEB y C.
trachomatis
Para la deteccion del VEB se realiz6 otra reaccion de PCR punto final empleando

oligonucledtidos especificos para este virus los cuales amplifican un producto de
229pb. (Alineamiento de oligonucleodtidos en anexos). Y para la deteccion de
Chlamydia trachomatis se emplearon oligonucleétidos especificos dirigidos al
plasmido criptico de la bacteria con un amplificado de 241pb (ver tabla 4)
(Alineamiento de oligonucle6tidos en anexos). Cada reaccién contenia lo
designado en la tabla 5:

Tamafio

Nombre del gen Nom.bre Secuencia del primer Tama.r!o del Condiciones de la reaccién PCR Referencia
del gen (pb) del primer amplificado
5- 1 ciclo o :
EBVFwW | CTTAGAATGGTGGCCGGGCTGTAAAAT 95°C por 5 minutos
-3 95°C por 30 segundos
BALF5 | 4917 . 229pb 45 ciclos | g3°¢ por 30 segundos Tanaka et al.

EBVRv | ATCCAGTACGTCTTTGTGGAGCCCAAG

3 72°C por 30 segundos

lciclo | 790¢ por 8 minutos

Plasmido | 7496 | ChT-Fw | 5-TCCGGAGCGAGTTACGAAGA-3 241pb 1¢iclo | 9sec por 2 minutos

Frontela et al.
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criptico
95°C por 30 segundos

45 ciclos | ggoc por 1 minuto

ChT-Rv | 5-AATCAATGCCCGGGATTGGT-3 72°C por 1:30 minutos

1ciclo | 72°C por 10 minutos

(2002)

Tabla 4. Datos generales utilizados para la amplificacion del gen BALF5 del VEB y el plasmido critpico de C.
trachomatis mediante la ténica de PCR.

Reaccion PCR VEB y Chlamydia trachomatis
H20 13.6 pL
10X DreamTagq Buffer (50 mM MgCl>) 2.5uL
dNTPs (10mM) 1.25 uL
DreamTag DNA polimerasa (5 U/ uL) 0.15 pL
Primer Forward (10 pM) 1.25 pL
Primer Reverse (10 uM) 1.25 uL
Templado 5.0 uL
Volumen final 25 L

Tabla 5. Contenido de la reaccién de PCR con los oligonucleétidos especificos para el VEB y Chlamydia trachomatis.

Las condiciones del termociclador para llevar a cabo las reacciones con los
oligonucledtidos correspondientes a VEB y para las reacciones de Chlamydia
trachomatis fueron los que se indican en la tabla 2. En cada caso se utilizé un NTC
(Control Negativo de Templado) y un CP (Control Positivo) para verificar que las
reacciones se estaban realizando de manera correcta y sin la presencia de

contaminantes.

10.5 Secuenciacion
Para finalizar el proyecto, 3 muestras positivas a VEB fueron enviadas a

secuenciar para confirmar que el producto amplificado si correspondia al gen
BALF5 del VEB.

10.5.1 Extraccion y purificacion de banda en gel
Para enviar a secuenciar se realiz6é extraccion y purificacion en gel de agarosa del

producto amplificado. Para ello se realizaron nuevamente las reacciones de
amplificacion en un volumen de 25pL, las cuales contenian lo que se indica en la
tabla 3 y fueron realizadas bajo las condiciones correspondientes en el
termociclador mencionadas anteriormente. El gel de agarosa en las que fueron
corridas las reacciones al ser finalizadas era del 0.7%, tefidas unicamente 20
segundos en BEt (Bromuro de etidio) y visualizadas en el fotodocumentador donde

fueron cortadas las bandas para posteriormente ser pesadas en tubos tipo
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eppendorf de 1.5ml y asi continuar con el protocolo de extraccion y purificacion de
banda segun el kit de “Agarose Gel DNA Extraction”. Las muestras fueron

preparadas y enviadas para su secuenciacion.
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11. Resultados
Todas las muestras que se estudiaron en este proyecto, amplificaron el gen

endodgeno GAPDH lo cual nos indica que el proceso de extraccion de ADN fue

exitoso.

De las 46 muestras en total de liquido sinovial, 22 pertenecian a pacientes con
artritis reumatoide, y de esas, 8 (36.4%) resultaron positivas al VEB, y 12
provenian de personas con osteoartritis de las cuales 2 (16.7%) fueron positivas
este virus. 12 muestras correspondian a pacientes con enfermedad reumatica
desconocida y de éstas solo 6 (50%) fueron positivas a Epstein-Barr (Ver figura 6).
De las 16 muestras de sangre, 6 pertenecian a enfermos de artritis reumatoide, 1
a pacientes con osteoartritis y 9 correspondian a pacientes de los cuales se
desconocia su enfermedad, sélo de estos pacientes 3 (33.3%) muestras resultaron

positivas al virus de Epstein-Barr (Ver figura 7).

46 muestras de liquido
sinovial

v | v

Artritis Reumatoide Osteoartritis Enfermedad reumatica
Muestras Totales = 22 Muestras Totales = 12 desconocida

Enfermos
16.7%

Muestras Totales = 12

Figura 6. Porcentajes representados en graficas del total de muestras de liquido sinovial distribuidas por enfermedad
reumatica.
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16 muestras de sangre

| . y
Artritis reumatoide Osteoartritis Enfermedad reumatica

| Muestras Totales = 6 | | Muestras Totales = 1 desconocida
| Muestras Totales =9 |

Enfermos Enfermos
0% 0% Enfermos
33.3%

Figura 7. Porcentajes representados en graficas del total de muestras de sangre periférica distribuidas por
enfermedad reumatica.

Con respecto a VEB se obtuvieron los siguientes resultados: 16 (35%) de las 46
muestras de liquido sinovial (ver grafica 1), y 3 (19%) de las 16 muestras de
sangre (ver grafica 2) de pacientes enfermos fueron positivas a este virus, algunos

ejemplos de muestras positivas se pueden apreciar en la figura 8 y la figura 9.

VEB en liquido sinovial

Positivos
35%

Negativos
65%

Grafica 1. Porcentajes de muestras de liquido sinovial positivas y negativas a la reaccion de PCR para la deteccién del
Virus de Epstein-Barr (VEB).
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Figura 8. Corrimiento electroforético en gel de agarosa al 2% de productos de PCR con los oligonucleoétidos especificos
del VEB de muestras de liquido sinovial. 1. MPM (Marcador de peso molecular), 2. NTC (Control negativo de
templado), 3. CP EBV (Control positivo al Virus Epstein-Barr), 4. Mx (Muestra) Apo-015/17, 5. Mx Apo-017/17, 6. Mx
Apo-024/17, 7. Mx Apo-046/17, 8. Mx Apo-049/17, 9. Mx Apo-050/17, 10. Mx Apo-077/17, 11. Mx Apo-080/17, 12. Mx
Apo-081/17, 13. Mx Apo-093/17, 14. Mx Apo-098/17.Del lado izquierdo se encuentra la imagen del MPM
referenciando cada una de las bandas con sus respectivas medidas.

VEB en sangre

Positivos
19%

Negativos
81%

Grafica 2. Porcentajes positivos y negativos a la reaccion de PCR para la deteccion del Virus de Epstein-Barr (VEB) en
muestras de sangre.
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Figura 9. Corrimiento en Gel de agarosa al 2% donde se corrieron algunas de las reacciones con los oligonucleétidos
especificos del VEB de las muestras de sangre. El producto esperado es de 229pb. 1. MPM, 2. NTC, 3. CP EBV, 4. Mx
Apo-018/17, 5. Mx Apo-021/17, 6. Mx Apo-022/17, 7. Mx Apo-094/17, 8. Mx Apo-097/17, 9. Mx Apo-123/17, 10. Mx
Apo-129/17. Del lado izquierdo se encuentra la imagen del MPM referenciando cada una de las bandas con sus
respectivas medidas.

Para las muestras de sangre del grupo control negativo, de un total de 21
obtuvimos 2 (10%) muestras que fueron positivas al virus de Epstein-Barr (ver

grafica 3). En la figura 10 se puede observar el corrimiento electroforético en el gel
de agarosa de estas muestras.

Muestras del grupo control
negativo

Positivos
10%

Negativos
90%

Grafica 3. Porcentajes positivos y negativos de individuos sanos sometidos a la prueba del virus de Epstein-Barr.
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Figura 10. Gel de agarosa al 2%. El producto esperado es de 229pb. 1. MPM, 2. NTC, 3. CP EBV, 4. Mx Apo-133/18, 5.
Mx Apo-134/18, 6. Mx Apo-110/18, 7. Mx Apo-139/18, 8. Mx Apo-140/18, 9. Mx Apo-141/18, 10. Mx Apo-142/18, 11.
Mx Apo-143/18, 12. Mx Apo-144/18. Del lado izquierdo se encuentra la imagen del MPM referenciando cada una de
las bandas con sus respectivas medidas.

C. trachomatis

Ninguna muestra (de liquido sinovial y sangre) fue positiva para esta bacteria. Al
igual que ninguno de los 21 voluntarios sanos resulté positivo para Chlamydia
trachomatis.

Secuenciacion de muestras positivas a la amplificacion de VEB

Una vez obtenidas las muestras positivas se realiz6 la secuenciacion del
amplificado (figura 11).

La secuencia reportada fue descargada en formato FASTA para buscar en el
programa BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) a qué organismo
correspondia, verificando asi que nuestra banda en los geles de agarosa
pertenecia a la amplificacién de acidos nucleicos del virus de Epstein-Barr.
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

AC

G GAG ATG6 GCCGAGG ACCCG6 6 CCTACGCCGBAGBGCGGCACGGCG TTCC

C6TG6G6CCG6TG6G6ATCATTATTTCGACAAGCTGCTCCA

100

Figura 11. Resultados obtenidos de la secuenciacion. Cada color representa una base, la cual se indica en la parte

Descriptions Graphic Summary Alignments

superior.

Sequences producing significant alignments

<N N<BNB<PN<H<H<NH<FP<]

selectall 100 sequences selected

Description

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT115 _complete genome

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT114,_complete genome

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT113,_complete genome

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT112, complete genome

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT111,_complete genome

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT110, complete genome

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT109, complete genome

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT108 _complete genome

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT107, complete genome

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT106, complete genome

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT105, complete genome

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT104, complete genome

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT103, complete genome

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT102, complete genome

Human gammaherpesvirus 4 isolate NPCT101,_complete genome

~ Show | 100 ¥ e

Accession

MK540470.1
MK540469 1
MK540468 .1
MK540467 1
MK540466.1
MK540465.1
MK540464 1
MK540463 .1
MK540462 1
MK540461.1
MK540460 1
MK540459.1
MK540456.1
MK540457 1

Download Manage Col

GenBank Graphics Distance tree of results
Max  Total Query E Per.

Score Score Cover value Ident
346 346 96% 2e-91 99.48%
346 346  96% 2e-91 99.48%
346 346 96% 2e-91 99.48%
346 346 96% 2e-91 99.48%
346 346 96% 2e-91 99.48%
346 346 96% 2e-91 99.48%
346 346  96% 2e-91 99.48%
346 346 96% 2e-91 99.48%
346 346  96% 2e-91 99.48%
346 346 96% 2e-91 99.48%
346 346 96% 2e-91 99.48%
346 346 96% 2e-91 99.48%
346 346 96% 2e-91 99.48%
346 346  96% 2e-91 99.48%
346 346 96% 2e-91 99.48%

MK540456.1

Figura 12. Alineamientos significantes reflejados en BLAST de acuerdo a la secuencia en formato FASTA introducidos.

De acuerdo con estos resultados, deducimos que el amplificado observado en el
corrimiento electroforético si corresponde al virus de Epstein-Barr, ya que las 100
secuencias mas significantes que nos arroja el programa pertenecen al virus del
herpes tipo 4 (figura 12), donde el “E-value” es demasiado pequefio, lo cual nos
indica que existe una gran confianza en el alineamiento y que éste, no fue
producto del azar y efectivamente nuestras secuencias son homoélogas. El
porcentaje de identidad es alto, 99.48% y el “Query cover’ igualmente es alto,
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96%, esto nos indica que este porcentaje de nucledtidos fueron los que pudieron
ser alineados y comparados con las secuencias mencionadas en la descripcion.

Finalmente, pudimos verificar que la taxonomia descrita por nuestra secuencia de

nucleotidos introducida en el programa fue “Human gammaherpesvirus 4” (figura
13).

Descriptions Graphic Summary Alignments Im

Reports| Lineage | Organism

100 sequences selected (7]

Taxonomy Number of hits Number of Organisms
Human gammaherpesvirus 4 106 1

Description

Human gammaherpesvirus 4 hits

Figura 13. Taxonomia reportada por BLAST tras la realizacion del alineamiento.
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12. Discusion
La artritis séptica o infecciosa puede no ser tan frecuente en la poblacion, sin

embargo, tiene una tasa alta de morbilidad, donde la mayoria de individuos la
adquiere por via hematdgena, favorecida por el hecho anatémico que el tejido
sinovial carece de una membrana basal 3. Se estima que a pesar de los nuevos
meétodos diagndsticos (como la tomografia computarizada, la ecografia, o los
analisis de sangre en busca de un marcador genético relacionado con la artritis
reactiva) la morbilidad continta siendo similar en los dltimos 25 afios y que esta
cifra puede incrementarse por 10 en sujetos con osteoartritis 0 artritis reumatoide,

con protesis articular, ancianos, alcohdlicos, diabéticos o inmunocomprometidos
[34]

Los resultados obtenidos en este trabajo, donde encontramos un 35% y un 19%
en liquido sinovial y en sangre, respectivamente, la presencia del virus del Herpes
tipo 4 (Virus de Epstein-Barr),indican que los pacientes podrian asociar su
enfermedad reumatica a la presencia de este patdgeno, en el caso de los
pacientes con osteoartritis se puede sospechar que, debido al desgaste en las
articulaciones se le facilité la entrada al virus, mientras que para los pacientes con
artritis reumatoide pudo haberse asociado esta enfermedad con una artritis
séptica, donde dichos pacientes pudieron haber obtenido el virus en alguna etapa
de su vida y que al mismo tiempo presentaban alguna predisposicion genética, asi
el virus pudo ser uno de los factores de su desencadenamiento; y esto
posiblemente tuvo inicio cuando el virus infectdé a las células inmunes de los
pacientes produciendo una proteina llamada antigeno nuclear 2 del VEB (EBNA2)
gue recluta a los factores de transcripcion de la célula infectada para que se unan
al genoma tanto del propio virus como de la célula hospedadoral’®, esto con la
finalidad de utilizar la maquinaria molecular y genética de la célula para producir
mas copias del virus y seguir propagando la infeccidn, asi éste virus puede alterar
la expresion genética de las células infectadas y aumentar el riesgo de desarrollar
enfermedades autoinmunes. Se podria suponer que los linfocitos B infectados
viajan por el torrente sanguineo hasta llegar a las articulaciones donde, al tratarse

de un tejido blando, los componentes del sistema inmunitario atacan facilmente
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provocando la inflamacion (artritis), dando lugar a la hinchazén, dolor y
frecuentemente a la destruccion articular. También seria de gran importancia
tomar en cuenta si estos pacientes presentan el antigeno HLA B27 para poder

comparar y completar el cuadro de estudio.

Comparando los resultados obtenidos en este trabajo con los resultados de otros
autores como el de Mahabadi et al., 2016, podemos notar que el porcentaje
positivo de EBV en liquido sinovial es menor a los que ellos obtuvieron, a pesar de
que el universo de estudio fue similar, cabe recalcar que todos los pacientes a los
qgue ellos sometieron al diagnostico del virus eran exclusivos del padecimiento de
artritis reumatoide. Mientras que al comparar los resultados con el trabajo de
Masuoka et al., 2018, nos es posible observar que al igual que en nuestro caso,
Sus porcentajes positivos a la presencia del VEB en el liquido sinovial es mayor en

pacientes con AR que en aquellos que padecen osteoartritis.

En cuanto a Chlamydia trachomatis, posiblemente no pudimos detectar su
presencia en las muestras clinicas de sangre y liquido sinovial debido a que como
ya se menciond, a esta bacteria solo se le ha relacionado con la artritis reactiva, y
quizds ninguno de los pacientes (con enfermedad reumética desconocida)
presentaba dicha enfermedad, aunado esto a la teoria de que se han reportado
inconvenientes en las técnicas diagndsticas que solamente disponen de dianas en
el plasmido criptico de la bacteria ya que existe ~1% de cepas que carecen de
dicho plasmido, por lo que también se habria considerado prudente llevar a cabo
una amplificacion de acidos nucleicos con oligonucledtidos dirigidos al gen ompA
que codifica para la proteina de membrana externa MOMP35 36 Seqglin Freise et
al., 2009, la determinacién de Chlamydia trachomatis en las muestras de liquido
sinovial esta todavia sometida a variaciones técnicas pendientes de validacion [37],
quizas debido a esto nuestra técnica de extraccion de ADN no fue del todo
efectiva para este tipo de estudios o simplemente estos pacientes no se
encontraban infectados por esta bacteria, ya que nuestra muestra utilizada como
control positivo proveniente de un exudado vaginal, si nos daba el amplificado del

producto esperado. Los laboratorios emplean diferentes métodos para la
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preparacion de templado de ADN, asi como diferentes sistemas de amplificacion.
Esta diversidad probablemente contribuya a la variabilidad de las pruebas
positivas para C. trachomatis en muestras clinicas de liquido sinovial. Freise, et
al., indican que la lisis alcalina y el kit de DNA QIAamp en combinacion con
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), el cual es un tensoactivo catidnico
agregado en el tampon de extraccion de ADN, que disocia y precipita
selectivamente el ADN de las proteinas histonas, son los sistemas de prueba mas
sensibles para la deteccion de ADN clamidial en diluciones de liquido sinovial.
También sefialan que para llevar a cabo la reaccion de PCR, los oligonucleétidos

dirigidos al gen omp1 son los mas efectivos.

De las 21 muestras de sangre que estaban indicadas para ser utilizadas como
control negativo, 2 resultaron positivas al virus de Epstein-Barr, debido a que como
ya se menciond anteriormente, este virus tiene una alta seroprevalencia en la
poblacion de adultos de aproximadamente el 95% [38, por lo que podriamos intuir
que estos individuos se encontraban cursando una infeccion por el virus de una

forma asintomatica.

Aungue el papel del VEB en la autoinmunidad es bioldgicamente plausible y la
evidencia de respuestas inmunes alteradas al virus es abundante en varias
enfermedades autoinmunes, la inferencia sobre la causalidad requiere la
determinaciéon de que el riesgo de enfermedad es mayor en individuos infectados
con VEB que en aquellos no infectados y que en estos Ultimos aumenta después
de la infeccién por VEB [8l,

También debe considerarse importante, como Hanlon, Avenell, Aucott, & Vickers
[171 mencionan, establecer si la infeccion por EBV esta relacionada con otras
enfermedades autoinmunes, ya que esta informacibn nos seria (til para
determinar si el virus es importante en el desarrollo de la autoinmunidad en

general o si esta implicado solo en afecciones inmunomediadas especificas.
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13. Conclusion
Aunque la etiologia para algunas enfermedades reumaticas resulta ser

multifactorial y adn no se ha encontrado el factor que las desencadena, es
importante realizar este tipo de estudios para detectar la presencia de algunas
bacterias y virus que podrian estar involucrados en el inicio o evolucién de este
tipo de enfermedades. Aunque la frecuencia de la presencia del virus de Epstein-
Barr en las muestras de los pacientes reumaticos no fue alta, pudimos detectar su
presencia, lo que nos es Util para confirmar una relacion con las enfermedades
reuméaticas como lo es la artritis reumatoide. Esta por demas mencionar que las
muestras, al presentar ADN viral, se asocia con una artritis infecciosa, la cual
también se ha visto y reportado en bibliografia que tiene una fuerte relaciéon con

los pacientes con artritis reumatoide.

A pesar de que no pudimos detectar exitosamente la presencia de Chlamydia
trachomatis no podemos descartar la idea de que esta bacteria también tiene un
papel importante en las enfermedades reuméticas, ya que existe una amplia
cantidad de bibliografia que reporta su asociacion. Podemos atribuir nuestros
resultados negativos a nuestra técnica de extraccion de ADN vy a la realizacién de
la PCR con los oligonucle6tidos dirigidos al plasmido criptico, o simplemente
afirmar que las articulaciones de estos pacientes no fueron infectadas por C.

trachomatis.

14. Perspectivas
- Ampliar nuestro universo de estudio, a tal modo de tener la misma cantidad

de pacientes enfermos y de individuos sanos, y conseguir muestras
pareadas de liquido sinovial y sangre provenientes de personas con un
rango de edad exacto.

- Realizar las reacciones de PCR con oligonucledtidos dirigidos al gen ompA
de Chlamydia trachomatis. Asi como probar otra técnica de extraccion de
ADN.
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Llevar a cabo la técnica de PCR para la deteccion de Chlamydia
pneumoniae ya que esta especie perteneciente al mismo filo de C.
trachomatis, también se le ha visto involucrada con la artritis.

Tener un seguimiento de individuos jovenes infectados con el virus de
Epstein-Barr para observar si tras esta infecciobn ocurre un desarrollo de

una enfermedad reumatica.
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16. Anexos

16.1 Kits y reactivos utilizados

16.1.1 High Pure PCR Template

250 - 300 pL de muestra a
extraer

|

Agregar 200uL de Buffer de
unién y 40ulL de proteinasa
K, mezclar inmediatamente e
incubar por 10min a +70°C.

Afadir 100uL de isopropanol,
mezclar bien y pasar la
mezcla a un tubo de filtro de
alta pureza. Centrifugar a
10’000rpm por 1 min.

Desechar el flujo y tubo
colector.

|

\

Centrifugar a 8’000rpm por 1
min.

Agregar 450l de Buffer
removedor de inhibidor.

Desechar el flujo y tubo
colector.

|

\

Centrifugar a 8’000rpm por 1
min.

Agregar 450l de Buffer de
lavado.

Desechar el flujo y tubo
colector.

|

\

Centrifugar a 8’000rpm por 1
min.

Agregar 450l de Buffer de
lavado.

Desechar el flujo.

|

Centrifugar a 14’000rpm por
10ss.

Desechar tubo colector.

|

Centrifugar a 10°000rpm por
1 min.

Pasar a un tubo eppendorf
de 1.5ml rotulado y agregar
60uL de Buffer de elucién
previamente calentado
(+70°C).

L

Muestra de DNA extraida.

55



16.1.2 Agarose Gel DNA Extraction Kit
Aislamiento de fragmentos de DNA separados por electroforesis

10.

Separar el DNA de interés en un gel de agarosa de concentracion adecuada.

(Usar ya sea TAE 1X o TBE 1X Buffer de corrimiento)

Después de una separacion suficiente cortar el fragmento de DNA de interés y
guardarlo en un microtubo de 1.5 ml.

Usar 300uL de Buffer de solubilizacion de agarosa (Vial 2) por 100mg de agarosa.
(Aplicar 600uL si la concentracién de agarosa usada para la preparacion del gel es
mayor al 2%).

Resuspender la suspension silica (Vial 1) hasta obtener una suspensién homogénea.
Agregar 10pL de la suspension silica a la muestra.

Incubar la mezcla por 10min a 56-60°C y vortexear cada 2-3min.

Centrifugar por 30s a maxima velocidad y descartar sobrenadante.

Resuspender la matriz, que contiene el DNA con 500uL del buffer de unién de acidos
nucleicos (Vial 3) y vortexear la mezcla.

Centrifugar y descartar el sobrenadante.

Lavar la pastilla con 500uL de buffer de lavado (Vial 4). Centrifugar y descartar el
sobrenadante.

Repetir paso.

Remover todo el liquido con una pipeta e invertir el tubo en un papel absorbente y
dejar secar a temperatura ambiente por 15min o hasta que la pastilla regrese a su color
blanco brillante.

Use 50uL de buffer de elucién de DNA. Vortexear e incubar por 15-25min a 56-60°C y
vortexear cada 2-3min. Centrifugar a maxima velocidad y transferir a un tubo nuevo de
1.5ml.
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16.2 Secuencias y alineamientos de primers

16.2.1 GAPDH

Homo sapiens glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), transcript variant 6, non-coding
RNA

NCBI Reference Sequence: NR_152150.2

@

5

Posicion 86
Posicion 349

ACATCGCTCAGACACCATGGGGAAGGTGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGTCGTATTGG

CATCTTCCAGGAGCGAGATCCCTCCAAAATCAAGTGGEGGCEATGCTGGCGCTGAGTACGT

GTGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGTCGTATTGGGCGCCTGGTCACCAGGGCTGCTTTTAACTCTGGTAAAG
TGGATATTGTTGCCATCAATGACCCCTTCATTGACCTCAACTACATGGTTTACATGTTCCAATATGATTCCAC
CCATGGCAAATTCCATGGCACCGTCAAGGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCATCAATGGAAATCCCATCACCATC
TTCCAGGAGCGAGATCCCTCCAAAATCAAGTGGGGCGATGCTGGC

16.2.2 Human gammaherpesvirus 4, complete genome

BALF5 DNA polymerase catalytic subunit [Human gammaherpesvirus 4 (Epstein-Barr virus)]

NCBI Reference Sequence: NC_007605.1

@

5

Posicion 153240 Posicion 153'468
CTTTGGGTCTTAGAATGGTGGCCGGGCTGTAAAATTCTGGAGGACGGAGAGGGCGGCCCC

------------------------------ CTTGGGCTCCACAAAGACGTACTGGAT - - -
CTCCETCTTTCTCGCCCCCTTCACTCCCCCCTTGEGCTCCACAAAGACGTACTGGATGCG

CTTAGAATGGTGGCCGGGCTGTAAAATTCTGGAGGACGGAGAGGGCGGCCCCGGAGTTGTTATCAAAGAGGCA
CTGGAGGATGTTGGCCGCTCCTTGGAGCAGCTTGTCGAAATAATGATCCACGGCCACGGGAACGCCGTGCCGC
TCGGCGTAGGCCGGGTCCTCGGCCATCTCCGTCTTTCTCGCCCCCTTCACTCCCCCCTTGGGCTCCACAAAGA
CGTACTGGAT

16.2.3 Plasmido criptico Chlamydia trachomatis
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Chlamydia trachomatis plasmid pCTT1 unknown proteins (ORF2-7) and dnaB-like protein genes,
complete cds, and unknown protein (ORF1) and replication protein genes, partial cds

GenBank: M19487.1

@

5

Posicion 725 Posicion 965

TTTTTCCGGAGCGAGTTACGAAGACAAAACCTCTTCGTTGACCGATGTACTCTTGTAGAA
- - -~ TCCGGAGCGAGTTACGAAGA == = == == == == == === == —m oo oo oo

---------------------------------------- ACCAATCCCGGGCGITGATT
GAGGAGCGTTTACCTCCTTGGAGCATTGTCTGGGCGATCAACCAATCCCGGECGITGATT

TCCGGAGCGAGTTACGAAGACAAAACCTCTTCGTTGACCGATGTACTCTTGTAGAAAGTGCATAAACTTCTGA
GGATAAGTTATAATAATCCTCTTTTCTGTCTGACGGTTCTTAAGCTGGGAGAAAGAAATGGTAGCTTGTTGGA
AACAAATCTGACTAATCTCCAAGCTTAAGACTTCAGAGGAGCGTTTACCTCCTTGGAGCATTGTCTGGGCGAT
CAACCAATCCCGGGCGTTGATT

Secuencias descargadas de: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Alineamientos realizados en: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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17. Glosario
Anillo de Waldeyer: Anillo de tejido linfatico que se encuentra en la garganta. Esta

formado por las amigdalas, las adenoides y otros tejidos linfoides. Contiene linfocitos.

Antigeno: Sustancia que al introducirse en el organismo induce en este una respuesta

inmunitaria, provocando la formacion de anticuerpos.

Antigeno leucocitario humano: proteinas que ayudan al sistema inmunitario del cuerpo a

diferenciar entre sus propias células y sustancias extrafias y dafiinas.

Aparato genitourinario: Quese encuentra formado por los 6érganos encargados de

la produccion y eliminacién de la orina asi como por los érganos del aparato reproductor.

Apoptosis: Tipo de destruccion o muerte celular programada en la que una serie de

procesos moleculares en la célula conducen a su muerte.

Articulacion diartrodial: Articulacion con movimiento libre y con cavidad articular. Este tipo

de articulacion permite el maximo de movimiento.

Articulacion subtalar: Articulacion que separa el hueso del taléon (hueso calcaneo) del
hueso que se mueve hacia arriba y hacia abajo dentro de la articulacion del tobillo
(astragalo).

Artralgia: Dolor articular.
Autoanticuerpos: Anticuerpos dirigidos contra antigenos del propio organismo.
Blenorrea de inclusién: Infecciones del tracto genital y de la conjuntiva del recién nacido.

Carditis: Inflamacién del corazon, especialmente referida a la de origen reumético. Es la

manifestacion principal més grave de la fiebre reumatica.

Célula T supresora: Tipo de célula inmunitaria que impide la accién de algunos otros tipos

de linfocitos para que el sistema inmunitario no se vuelva sobreactivo.
Células linfoides: Células que conforman el sistema inmune.

Células NK: Son un tipo de linfocitos producidos en la médula 6sea, encargadas de la

defensa frente a infecciones viricas y la eliminacién de células tumorales.
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Citocinas: Tipo de proteina que elaboran ciertas células inmunitarias y no inmunitarias, y
que tiene un efecto en el sistema inmunitario. Algunas citocinas pueden estimular la

respuesta inmunitaria y otras pueden disminuirla.

Cuerpos elementales: Estructuras redondeadas diminutas infecciosas, rigidas, resistentes
a la ruptura como consecuencia de los puentes disulfuro de las proteinas de la capa
externa de la membrana, se liberan cuando se lisa la célula hospedera infectada, tienen

un tamafo de 200 a 400 nm.

Cuerpos reticulados: son el resultado de la diferenciacion de los CE al ser fagocitados,
tienen una morfologia bacilar, estdn desprovistos del nucleoide denso y su mayor tamafo
es de 600 a 1000 nm.

Epididimitis: Inflamacién del epididimo, en ocasiones acompafiada por inflamacion de los

testiculos (orquiepididimitis).

Episoma: Elemento genético extracromosomal circular que se replica de manera
independiente al cromosoma bacteriano que también se puede integrar al genoma de la
bacteria y replicarse como parte de él.

Epitope: Es el sitio especifico de unién del antigeno o inmundgeno con el anticuerpo o

receptor de una célula del sistema inmune.

Espacio periplasmico: Espacio que se encuentra entre las dos membranas (membrana

plasméatica y membrana externa) en las bacterias Gram negativas.
Esplenomegalia: Incremento del tamafio del bazo mayor a sus dimensiones normales.

Espondilitis anquilosante: Enfermedad reumatica que causa inflamacion de las

articulaciones de la columna vertebral y de las sacroiliacas.

Factor tubarico: Cualquier alteraciéon en las trompas de Falopio causada por alguna
enfermedad, infecciones cérvico-vaginales, adherencia pélvica, o algun método de
esterilizacion quirdrgica como la Salpingoclasia, afectando la permeabilidad o

funcionalidad que ocurren en las trompas de Falopio.

Fagocitosis: Proceso que cumplen un tipo de células especializadas con la capacidad de

ingerir particulas externas de su mismo tamafio o un poco mas grandes. Es una forma
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especifica de endocitosis por la que las células asimilan particulas sélidas, entre las que

se incluyen los patégenos microbianos.

Fisibn binaria: Método de reproduccién asexual a través del cual un organismo se
transforma en dos nuevos organismos idénticos. Es el proceso que usan las bacterias

para realizar la division celular.

Gingivoestomatitis: Se trata de la manifestacion clinica mas frecuente de la infeccién
primaria por el virus herpes simple (VHS). Es una infeccién de la boca y las encias que

lleva a que se presente hinchazén vy Ulceras.
Hematogena: Que se origina en la sangre o se disemina por la corriente sanguinea.

Hiperplasia: Aumento anormal de tamafio que sufre un érgano o un tejido organico debido

al incremento del nimero de células normales que lo forman.
Inclusién citoplasmatica: Son estructuras o materiales que se almacenan en el citoplasma.

Infeccion pidgena: Infeccién que produce la acumulacién de leucocitos y bacterias

muertas (pus).

Leucopenia: Enfermedad y trastorno de la sangre producida por la baja produccién de

leucocitos o glébulos blancos.

Leucoplasia vellosa: Es una lesién asintomatica que se presenta principalmente en los
bordes laterales de la lengua. Afecta las membranas mucosas de la boca. Es causado por

el virus de Epstein-Barr.

Linfoma de Burkitt: Tipo de linfoma no Hodgkin, de crecimiento rapido. Es una rara forma

de cancer del sistema linfatico, asociado principalmente a linfocitos B.

Monocito: Tipo de célula inmunitaria que se elabora en la médula ésea y viaja por la
sangre hasta los tejidos del cuerpo; alli se convierte en macrofago. Leucocito de mayor

tamaiio.
Morbilidad: indice de personas enfermas en un lugar y tiempo determinado.

Neoepitopo: Regiones de antigenos generadas por la modificacion del antigeno original, a

menudo por procesos patoldgicos.
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Neutrdfilo: Tipo de célula inmunitaria; es uno de los primeros tipos de células que van al
sitio de una infeccion. Los neutrdfilos ayudan a combatir infecciones porque ingieren los
microorganismos y segregan enzimas que los destruyen. Un neutrdfilo es un tipo de

glébulo blanco, un tipo de granulocito y un tipo de fagocito.

Oftalmia: Presencia de una secrecibn mucopurulenta que afecta ambos ojos, con
inflamacién intensa de la conjuntiva, quemosis, infiltracion de la conjuntiva bulbar y

parpados edematosos.
Oncogen: Es un gen que ha mutado y contribuye al desarrollo de un cancer.

Osteoclastos: Células multinucleadas del tejido 6seo. Tiene como funcién la reabsorcion

del tejido 6seo a lo largo de un proceso denominado remodelacion.

Plasmido criptico: Plasmido que no codifica funciones fenotipicas aparte de su propia
replicacién. Solo se sabe que se replican, no se sabe qué otra funcién tienen.

Porina: Proteina que forma poros en la membrana externa de las bacterias gram-

negativas para la penetracion, por difusion pasiva, de sustratos de bajo peso molecular.

Quimiocinas: Subpoblacion de citocinas que comparte el propésito especifico de movilizar
células inmunitarias desde un 6rgano, o de hecho, desde una parte de un 6rgano, hacia
otro. Las quimiocinas pertenecen a la clase de moléculas llamadas quimioatrayentes. Es
decir, son unas pequefas proteinas secretadas por las células para movilizar y activar los

glébulos blancos que combaten la infeccion.
Sacroileitis: Inflamacién de la articulacién sacroiliaca.

Sistema fagocitico mononuclear: Es una parte del sistema inmune que consiste en las
células fagociticas ubicadas en el tejido conectivo reticular. Las células son principalmente
monocitos y macréfagos. Tienen funciones comunes de fagocitosis de bacterias, virus,

particulas nocivas, células viejas, etc.

Tegumento: Complejo de proteinas virales de estructura fibrilar que asegura la unién entre

la envoltura y la capside.

Tejido linfoide: Tipo de tejido conjuntivo en el que las células predominantes son los
linfocitos. Es el componente principal del sistema inmunitario y estd formado por varios

tipos diferentes de células que trabajan juntas para combatir una infeccion.
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Tensoactivo cationico: Son aquellos que en solucidon forman iones, resultando cargado

positivamente el grupo hidréfobo de la molécula.

Trombocitopenia: Es cuando hay una cantidad menor de la normal de plaquetas en el

torrente sanguineo.
Ubicuo: Que esta presente en todas partes al mismo tiempo.

Uretritis no gonocdcica: Infeccién de la uretra (un tubo que va desde la vejiga y pasa a
través del pene en los hombres o de los labios vaginales en las mujeres, por el que pasa

la orina), ocasionada por algin agente que no sea la gonorrea.

Uveitis: inflamacién de la capa media del ojo llamada Gvea, provocando enrojecimiento e
hinchazéon que puede causar dafio al tejido vital ocular, llevando a una pérdida
permanente de la vision.

Vacuola: Organulo celular unido a la membrana. Son pequefios compartimientos en el

citoplasma de la célula, contienen quimicos y enzimas que permiten degradar sustancias.

Virus benigno: Virus que causa pocos o hingun problema en el organismo.

18. Abreviaturas
ACPA - Anticuerpos frente a proteinas/péptidos citrulinados

AMEPAR - Asociacién Mexicana de Familiares y Pacientes con Artritis

Reumatoide

AR — Artritis Reumatoide
ARe — Artritis reactiva
ATP — Adenosintrifosfato
BEt — Bromuro de etidio
CB - Ceélulas B

CDC - Centers of Disease Control and Prevention
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CD21 - Cluster de diferenciacion 21 (receptor de complemento tipo 2)
CE — Cuerpo elemental

CMV - Citomegalovirus

CP — Control Positivo

CR — Cuerpo reticulado

CTAB — Bromuro de cetiltrimetilamonio

EBER — ARN pequefios codificados por el virus de Epstein-Barr
EBNA — Antigeno nuclear de Epstein-Barr

EIP — Enfermedad inflamatoria pélvica

GAPDH - Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

HHV — Virus del herpes humano

HLA — Antigeno Leucocitario Humano

HSP — Proteinas de choque térmico

HSPG - Proteoglicanos del heparan sulfato del huésped

HSV — Virus del herpes simplex

IL — Interleucina

IMSS — Instituto Mexicano del Seguro Social

kDa — kiloDalton

LB — Linfocitos B

LES — Lupus Eritematoso Sistémico

LGV - Linfogranuloma venéreo
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LMP — Proteina latente de membrana

LPS — Lipopolisacaridos

LT — Linfocitos T

MHC — Complejo mayor de histocompatibilidad

ml — Mililitros

MOMP - Proteina principal de membrana externa
MPM — Marcador de peso molecular

Mx — Muestra

NK — Natural Killer

nm — Nanémetro

NTC — Control negativo de templado

ompA — Outermembraneprotein A

OMS - Organizacion mundial de la salud

PCR — Reaccion en cadena de la polimerasa
RELI — Interseccion del Locus del Elemento Regulador
rpm — Revoluciones por minuto

SE - Epitope compartido

SR — Sindrome de Reiter

TGF-B — Factor de crecimiento transformante beta
Th — T helper (o colaboradoras)

TNF-a — Factor de necrosis tumoral alpha



VEB (EBV) — Virus de Epstein-Barr
VZV - Virus de varicela-zoster

ML — Microlitro
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