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1. Resumen

Las enfermedades reuméticas son causantes de la pérdida de movilidad y calidad
de vida en los pacientes que las padecen; existen diferentes factores
predisponentes, las causas no se conocen exactamente. Se ha asociado a
Mycoplasma en la induccion y/o exacerbacion de enfermedades reumaticas, pero
los estudios al respecto han sido poco claros. Por otro lado, ApoE se ha visto
implicada en la facilitacion de la infecciébn de microorganismos con requerimientos
de colesterol. El propésito de este estudio fue detectar micoplasmas y anticuerpos
contra micoplasmas y contra lipoproteinas y determinar genotipos ApoE en liquido
sinovial y suero de pacientes con padecimientos reumaticos para establecer la
asociacion con las enfermedades reumaticas.

Ochenta y cinco muestras de pacientes con enfermedades reumaticas e individuos
sanos se analizaron por cultivo y PCR para identificar micoplasmas, se detectaron
anticuerpos de inhibicibn metabdlica para M. fermentans, M. penetrans y M. pirum
y anticuerpos IgG e IgM contra LAMP de M. fermentans por Western-blot.

Las muestras de individuos sanos fueron negativas por cultivo, mientras que en los
pacientes 4 fueron positivas. Por PCR se detectd a micoplasmas en el 11% de
individuos sanos y en el 34% de pacientes. El 55% de las muestras positivas fueron
pacientes con artritis reumatoide. M. fermentans fue la especie mas frecuentemente
identificada entre los pacientes. Se identificaron anticuerpos de inhibicién
metabdlica en el 86% de los pacientes y en el 30% de los individuos sanos. Se
encontraron anticuerpos IgG contra LAMP de M. fermentans en el 68% de los
pacientes y en el 18% de los individuos sanos, e IgM en 7% de los pacientes. El
genotipo de ApoE4 se encontrd en el 20% de pacientes y en el 7% de individuos
sanos. El 87% de los genotipos ApoE4 fueron positivos a micoplasmas o sus
anticuerpos.

Se concluy6 que el aislamiento de Mycoplasma, la presencia de anticuerpos contra
micoplasmas y anti-LAMP, y el genotipo ApoE4, estan relacionados con pacientes

con enfermedades reumaticas en comparacion con los individuos sanos.

Q.B.P. Inés Valeria Chavarria Bencomo pag. 1
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2. Introduccion

2.1 Caracteristicas generales de micoplasmas

El primer reporte del que se tiene registro sobre el cultivo exitoso de micoplasmas
fue en el afio de 1898 por los investigadores Nocard y Roux, aunque ya antes habian
sido asociado con la pleuroneumonia bovina, por lo que posteriormente se asigné
el nombre Mycoplasma a todos los microrganismos parecidos a los causantes de
pleuroneumonia (Pleuropneumonia like organisms o PPLO) (Cedillo & Yafiez,
2003).

Actualmente se conocen mas de 200 especies distintas que infectan plantas,
animales y humanos (Adamu et al.,, 2013; Borchsenius et al., 2019). Hasta el
momento esté bien documentado que siete especies tienen capacidad de colonizar
y llegar a causar enfermedad en humanos: M. pneumoniae, M. fermentans, M.
salivarium, M. hominis, M. penetrans, Ureaplasma parvum y U. urealyticum (Citti &
Blanchard, 2013).

Estos microorganismos se clasifican dentro del filo Tenericutes, clase Mollicutes,
orden Mycoplasmatales, familia Mycoplamataceae y género Mycoplasma (Cedillo &
Yafiez, 2003; Maniloff et al., 1992). Son considerados los organismos procariotes
mas pequefios que conservan la capacidad de replicarse y vivir de forma
independiente. EI diametro dependiendo de la especie, va de los 200 nanémetros
(nm) a los 800 nm aproximadamente (da Rocha Sobrinho et al., 2011; Nolan et al.,
2016).

2.1.1 Genoma

Debido a un proceso de evolucion degenerativa a partir de una bacteria Gram
positiva hace aproximadamente 600 millones de afios, los micoplasmas han perdido
parte de su genoma por lo que el tamafio del mismo es reducido, midiendo entre
580 y 2200 kilobases (kb) con un contenido de citosina-guanina (C-G) bajo, entre
24% y 33% (Chaudhry, Ghosh, & Chandolia, 2016; Roachford, Nelson, &
Mohapatra, 2019).

Dada la escasa cantidad de genes, también poseen pocos sistemas enzimaticos y

algunos de ellos se encuentran incompletos para la sintesis de precursores,

Q.B.P. Inés Valeria Chavarria Bencomo pag. 2
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volviéndolos dependientes de los nutrientes provistos por el hospedero. A pesar de
su poca capacidad metabdlica, los micoplasmas suelen ser exitosos en diferentes
ambientes y se debe, entre otras cosas, a la adaptacion de su material genético
manteniendo sistemas trasportadores en su membrana para la captura de
carbohidratos, oligopéptidos, ADN, coenzimas Yy lipidos (Rivera-Tapia, Cedillo, &
Giono, 2006), ademas de ciertas vias enzimaticas para su conversion en energia o
su utilizacion en la produccién de precursores como purinas, pirimidinas, acidos
grasos y aminoacidos necesarios para el metabolismo (Figura 1) (Nicholas,
Rosales, & Loria, 2017; Roachford, Nelson, & Mohapatra, 2017).

Carbohidratos

Metabolismo de fésforo - M. genitalium G37
Metabolismo de sulfuro | M. hominis PG21
Amino 4cidos y derivados | M. fermentans JER

Respuesta a estrés M. penetrans HF-2
Respiracién

Dormanciay esporulacion
Acidos grasos y lipidos
Metabolismo de ADN
Metabolismo secundario

Regulacion y sefalizacion celular
Divisién celular y ciclo celular
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Figura 1. Distribucion de genes ortélogos en el genoma de cuatro especies de Mycoplasma.
(Tomado de Roachford et al., 2017).

Dentro de los genes ortdlogos que se conservan entre las especies de micoplasmas,
predominan aquellos implicados en el transporte de nutrimentos como el sistema

para glucosa CUT-2, o para oligopéptidos Opp que comparten al menos
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parcialmente M. pneumoniae, M. pulmonis, M. penetrans, M. genitalium, M.
gallisepticum, M. mycoides, U. urealyticum, M. hyopneumoniae, M. movile y M.
synoviae, genes implicados en replicacion, transcripcion, traduccion y metabolismo
de acidos nucleicos y proteinas, sobre todo para la produccion de lipoproteinas de
membrana (Masukagami et al., 2017; Roachford et al., 2017).

Debido a la necesidad de suplir sus deficiencias metabdlicas, son considerados
microorganismos parasiticos de las células hospederas, pero pueden crecer en
medios libres de células suplementados con azlcares, arginina, urea, esteroles,
lipoproteinas y acidos grasos, siendo por estas razones microorganismos

fastidiosos para cultivar (Cedillo & Yafez, 2003; Roman, 2002).

2.1.2 Membrana plasmatica

Otra caracteristica de los micoplasmas es la carencia de pared celular y membrana
externa, por lo que Unicamente estan limitados por una membrana plasmaética rica
en colesterol. La falta de pared les confiere la habilidad de ser pleomorfos, esto es
que adquieren diferentes formas (cocoide, ovoide y filamentosa) (Maniloff et al.,
1992) y provee las condiciones para que los componentes de la membrana
interactien directamente con las células para facilitar la adhesién, el reconocimiento

antigénico y la fusiéon (Huang et al., 2019).

2.1.3 Lipidos

En la membrana plasmatica se encuentran casi todos los lipidos contenidos en los
micoplasmas y esta conformada por tres clases: esteroles, glicolipidos y
fosfolipidos. Los lipidos neutros (principalmente colesterol no esterificado)
conforman el 35 a 50% de la fraccidn lipidica y los lipidos polares constituyen el 50
a 65% (Kornspan & Rottem, 2012).

Los micoplasmas dependen de los acidos grasos y colesterol del medio para
incorporarlos a su membrana y se ha observado que preferentemente toman
colesterol no esterificado aun con la disponibilidad de mayores cantidades de
colesterol esterificado. La forma de captura es tomandolo directamente de las

lipoproteinas del hospedero por sus receptores (Toledo & Benach, 2015).
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Asi mismo, incorporan los fosfolipidos esfingomielina y fosfatidilcolina del medio, la
primera sin llevar a cabo modificaciones y la segunda adicionando &cidos grasos a
su estructura. En diversas especies de Mycoplasma se han encontrado los genes
necesarios para la sintesis de fosfatidilglicerol (FG) a partir del cdp-diacilglicerol,
mientras que solo en algunas se localizo el gen de la cardiolipina sintasa (cls), lo
que implica que en general, los micoplasmas tienen la capacidad de sintetizar de
novo FG, pero solo algunos producen cardiolipina (CL) (Rottem, 2016).

En el caso particular de M. fermentans, la porcién de FG y CL en la membrana
constituye Unicamente el 15-20% del total de lipidos fosforilados debido a la
existencia de colin-fosfoglicolipidos sintetizados por él mismo, los cuales
representan el 30 a 40% de los lipidos fosforilados, hasta el momento se ha
documentado la existencia de seis colin-fosfoglicolipidos: MfGL-1, MfGL-II, MfEL,
liso-MfEL, GGPL-1 y GGPL-II, los cuales parecen jugar un rol en la patogenicidad al
inducir la produccion de citocinas como factor de necrosis tumoral o (TNF-a) en

bajas concentraciones (Kornspan & Rottem, 2012; Rottem, 2016).

2.1.4 Proteinas y lipoproteinas

A diferencia de otros procariotes, en los micoplasmas las proteinas constituyen dos
terceras partes de la membrana plasmatica, las cuales se encuentran divididas en
dos categorias, las proteinas integrales, embebidas en la membrana y las proteinas
periféricas adheridas por uniones electrostéticas, y dentro de esta porcion estan las
lipoproteinas también denominadas proteinas asociadas a lipidos de membrana o
LAMP por sus siglas en inglés (Ni et al., 2015; You, Zeng, & Wu, 2006).

Las LAMP son expresadas en la superficie por lo que, al carecer de pared celular,
son las principales estructuras que interaccionan con las células del hospedero. Han
ganado importancia en investigacién debido a su alta antigenicidad para la induccién
de la respuesta inmunoldgica contra micoplasmas (He et al., 2014; Wang et al.,
2017). Se asocian con la capacidad de adaptacion a diferentes ambientes,
transporte de nutrientes, apoptosis y funciones asociadas a la virulencia como
adhesioén, evasion de la respuesta inmune e inmunomodulacion (Kovacs-Simon,
Titball, & Michell, 2011; Wang et al., 2017; Xiong et al., 2016).
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Un ejemplo de lipoproteina que forma parte de trasportadores ABC es OppA en M.
hominis, se encuentra codificada dentro del operon Opp y funciona como proteina
de unién a oligopéptidos, sirve como adhesinay tiene actividad de ATPasa. En otros
micoplasmas han sido encontradas proteinas homologas a OppA dentro del mismo
operon por lo que parecen tener un papel importante en el crecimiento y virulencia
(Browning et al., 2011).

La alta cantidad de lipoproteinas en la membrana de Mycoplasma es atribuida en
parte a la falta del espacio periplasmico, asi las proteinas con sefal para ser
exportadas quedan ancladas en la membrana a través de la incorporacion de acidos
grasos que impiden la liberacién al exterior y permiten el ejercicio de la actividad
requerida (Razin, Yogev, & Naot, 1998). De hecho, muchas de las lipoproteinas de
membrana de Mycoplasma cumplen funciones similares a las lipoproteinas
periplasmicas de las bacterias Gram negativas (Browning et al., 2011).

Su estructura estd constituida por una parte peptidica con una cisteina en el N-
terminal, y una parte lipidica conformada por un diacilglicerol unido al residuo tiol de
la cisteina del N-terminal. En la mayoria de los casos, el grupo amino de la cisteina
no estd acilado como en los Gram negativos y algunos Gram positivos donde el
grupo amino se encuentra unido a un tercer acido graso (Figura 2) (Konovalova &
Silhavy, 2015; Zickert, 2014). Asimismo, el gen que codifica para la de la N-acil
transferasa (Lnt) encargada de realizar dicha unién, no ha sido encontrado en el
genoma de M. pneumoniae ni M. genitalium. Sin embargo, algunos estudios
confirmaron la presencia de ambas formas de lipoproteinas en M. gallisepticum
(Kovacs-Simon et al., 2011). Esto tiene grandes implicaciones ya que las proteinas
diaciladas o triaciladas tienen efectos diferentes en el reconocimiento por los
receptores tipo Toll (TLR) (Christodoulides et al., 2018; You et al., 2006).
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Figura 2. Estructura de las lipoproteinas.
A) Lipoproteina madura unida a diacilglicerol en el grupo tiol de la cisteina. B) En algunas especies la

lipoproteina madura tiene un acido graso adicional en el residuo amino de cisteina unido por la N-acil transferasa
Lnt (Tomado de Kovacs-Simon et al 2011).

Las lipoproteinas de membrana tienen la capacidad de proteger a los micoplasmas
evadiendo la respuesta inmune y permitiendo su adaptacion a diferentes ambientes.
Esto lo hacen a través de sistemas que han desarrollado para realizar variacién de
fase y tamafio sobre la expresion de diferentes familias de genes que codifican para
lipoproteinas relacionas (Christodoulides et al., 2018).

Los principales mecanismos para la variacion de fase se basan en el control de la
expresion de genes mediante inserciones o deleciones de nucledtidos en
secuencias repetidas en tandem ubicadas en los promotores, impidiendo o
permitiendo su reconociendo por la polimerasa. Otra forma es mediante el rearreglo
del material genético con ayuda de una recombinasa sitio especifico, la cual ubica
un gen delante de un promotor funcional y permite su expresion (Citti, Nouvel, &
Baranowski, 2010; Orlov et al., 2018). Un segundo sistema es la produccion de
variantes de distintos tamafios a partir de un mismo gen. Estas familias de péptidos
tienen en comun una regién conservada en la porcidon N-terminal y dominios
externos divergentes que consisten en secuencias reiteradas que sufren

contraccion o expansion generando variantes de tamafo (Razin et al., 1998).
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De esta manera, a pesar de la poca cantidad de genes, es posible codificar a partir
de ellos, un amplio repertorio de antigenos de superficie, evitando la eliminacion y
jugando un papel importante en la adherencia (Citti et al., 2010).

Por otro lado, las lipoproteinas son capaces de funcionar como antigenos y
estimular células epiteliales e inmunes como macréfagos, mediante su
reconocimiento por receptores tipo Toll (TLR), induciendo la secrecién de citocinas,
guimocinas, prostaglandinas y o6xido nitrico (Cacciotto et al., 2016; You et al., 2006)

y contribuyendo al establecimiento de los micoplasmas (Adamu et al., 2013).

2.2 Respuesta inmune desencadenada por Mycoplasma

Algunos micoplasmas se establecen en la superficie, e incluso logran penetrar
dentro de la célula, para ello emplean una estructura denominada organelo terminal
o de adherencia, la cual se forma en un extremo del microorganismo gracias a la
organizacion de fibras y lipoproteinas que funcionan como adhesinas capaces de
reconocer y unirse a componentes del hospedero (McGowin & Totten, 2017). Existe
una amplia cantidad de lipoproteinas en diferentes especies que auxilian en el
proceso, tal es el caso de la P1 de M. pneumoniae y P110 y 140 de M. genitalium
localizadas en la punta del organelo terminal las cuales se adhieren a fibronectina y
receptores de acido sialico (Aparicio et al., 2018; D'Alonzo et al., 2018).

Los micoplasmas activan las respuestas humoral y celular, sin embargo, también
poseen la capacidad de evadirlas, exacerbarlas o suprimirlas mediante diferentes
mecanismos. Esta habilidad de modulacion contribuye a sus propiedades
patogénicas permitiéndoles producir infecciones cronicas persistentes y en algunos
casos reacciones de hipersensibilidad y autoinmunidad. Por lo tanto, la resolucién
de la infeccion depende en buena medida de la eficiencia con que se monte la
respuesta del hospedero para evitar la adaptacion al nicho ecolégico (Borchsenius
et al., 2019; Li et al., 2019). En la Tabla 1 se muestran algunas lipoproteinas con

capacidad inmunomoduladora entre especies de aisladas de humanos.
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Tabla 1. Lipoproteinas inmunomoduladoras de especies de Mycoplasma

Lipoproteina/Gen

MPNO052, MPN162,
MPN415, MPN602,
MPN611
MPN597

MPN611 MPN162
MG-142 MG-149

Especie de
Mycoplasma
M. pneumoniae

M. pneumoniae

M. pneumoniae
M. genitalium

Funcién original

Subunidad B ATP
sintasa FOF1

Subunidad £ ATP
sintasa FOF1

Efecto inmunomodulador

Activacién de NF-kB, lipoproteina diacilada
proinflamatoria

Induccioén de inflamacién, activacién de
autofagia via TLR4

Activacién de NF-xB a través de TLR
Activacién de NF-«xB a través de TLR

MPN372 M. pneumoniae  Toxina ribosilante, Induce vacuolizacion extensiva y muerte
toxina CARDS celular de células de mamifero, facilita
adhesion a proteina A surfactante,
activacion de inflamasoma
MPN333 M. pneumoniae Transportador Activacion de autofagia mediada por TLR4
ABC

MPN142, MPN447
MPN453, Lp44
MPN141

Activacion del inflamasoma
Activacion del inflamasoma
Induccién de citosinas proinflamatorias

Citadherencia
Citadherencia

Citadherencia,
adhesina P1

M. pneumoniae
M. salivarium
M. pneumoniae

Tomado de Christodoulides et al., 2018

Una vez que ingresan, los antigenos de superficie como lipoproteinas y lipidos de
membrana MfGL-II funcionan como patrones moleculares que son reconocidos por
las células epiteliales y macrofagos del hospedero mediante TLR1, TLR2, TLR6 y
TLR4 (Chaudhry et al., 2016; Naghib et al., 2018; Parrott, Kinjo, & Fujita, 2016), la
proteina CD14 facilita el reconocimiento al formar un complejo entre las LAMP y
receptor (He et al., 2014). NLRP3 también reconoce las lipoproteinas, llevando al
procesamiento y liberacion de IL-1p (Saeki et al., 2018).

A partir de la unién a TLR se induce la activacion de distintas vias de sefializacion
a través de MyD88 como JNK, ERK, AP-1, p38 y NF-kB (Afriat, Horowitz, & Priel,
2013; Beaudet et al., 2019), que llevan a la expresion y liberacion de citocinas IL-1,
IL-6, IL-8, TNF-a, entre otras (Fourour et al., 2019; Saraya 2017), induciendo la
activacion y reclutamiento de polimorfonucleares, macréfagos, linfocitos B 'y T
(Cacciotto et al., 2016; Li et al., 2019). Por otra parte, el mitdgeno de M. arthritidis
(MAM) tienen el potencial de superantigeno activando linfocitos T (Mu et al., 2016;
Shio et al., 2014).
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Los micoplasmas logran disminuir la respuesta inmune al inducir la sintesis de IL-
10 inhibiendo las funciones de las células presentadoras de antigeno (CPA) y
suprimiendo la produccién de IL-13, TNF-a e IL-12, dando como resultado la falta
de signos clinicos durante la infeccién (You et al., 2006).

Otro mecanismo empleado para la supresion, es la disminucion en la concentracion
de arginina, nutriente necesario para el desarrollo de las células implicadas en la
respuesta inmunolégica. Estos microorganismos cuentan con un sistema capaz de
hidrolizar la arginina, por lo tanto, las células inmunes no proliferan (Margarita et al.,
2016).

Al ser parésitos obligados, necesitan desarrollar mecanismos de sobrevivencia a
largo plazo, uno de ellos es la variacion antigénica de fase y tamafio de las
lipoproteinas mencionadas anteriormente. Por otro lado, gracias a la funcion de
glicosiltransferasas logran glicosilar lipidos, proteinas y lipoproteinas de su
superficie, ocasionando en algunos casos, la produccion de antigenos que inducen
autoinmunidad en el hospedero. Otro mecanismo consiste en la evasion del
reconocimiento gracias a la presencia de epitopos antigénicos en su membrana que
semejan componentes de superficie de las células hospedadoras, por lo que no son
reconocidos como agentes extrafios. Este mimetismo esta implicado en la formacién
de autoanticuerpos contra las células epiteliales que desencadenarian
enfermedades autoinmunes inflamatorias entre las que se encuentra la artritis
reumatoide (Atkinson, 2018; da Rocha Sobrinho et al., 2011).

2.3 Principales especies de Mycoplasma causantes de enfermedad en
humanos

2.3.1 Mycoplasma pneumoniae

También conocido como agente de Eaton, mide 1-2 um de largo y 0.1-0.2 um de
ancho, cuenta con un genoma de 816 394pb y 687 genes, requiere de colesterol
para su crecimiento y se caracteriza por poseer un organo de adhesion con las
lipoproteinas P1, P30, P90 y P40. Es un patogeno del tracto respiratorio y afecta
principalmente a nifios, se caracteriza por producir una neumonia atipica adquirida

en la comunidad. La infeccion suele ser autolimitada, generalmente asintomatica,
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pero en el 1 a 10% de los pacientes se propaga a sistema nervioso central,
causando encefalitis, meningitis e infarto cerebral. También se asocia con
aterosclerosis y artritis reactiva (Li et al., 2019; Mélé & Turc, 2018; Parrott et al.,
2016).

2.3.2 Mycoplasma fermentans

Anteriormente habia sido considerado un oportunista para el humano, pero se
determind que juega un papel importante como cofactor del VIH, causa infecciones
en el tracto genitourinario y respiratorio, artritis reumatoide, sindrome de fatiga
cronica, fibromialgia y enfermedades del sistema nervioso. Cuenta con
aproximadamente 1 millon de pares de bases y 900 genes, se une e invade a las
células hospederas y es capaz fusionarse con ellas (Cheng et al., 2017; Kawahito
et al., 2008).

2.3.3 Mycoplasma hominis

Posee aproximadamente 700 000pb y 600 genes, su érgano de adhesion no esta
bien definido a diferencia de otras especies, aun asi, tiene la capacidad de invadir
células HeLa. Generalmente se encuentra como parte de la flora normal en el tracto
vaginal, aunque se ha visto su asociacion con infecciones urogenitales, enfermedad
inflamatoria pélvica, partos pretérmino y vaginosis asociada a Trichomonas,

Chlamydia y Neisseria gonorrhoeae (Roachford et al., 2017).

2.3.4 Mycoplasma genitalium

Su genoma mide 580 000pb y cuenta con 518 genes, es un patégeno intracelular
facultativo, muy relacionado con M. pneumoniae. Esta implicado en uretritis en
hombres y cervicitis en mujeres. Cuenta con un 6rgano de adhesion caracterizado
por poseer principalmente las lipoproteinas P140 y P110 que funcionan como
adhesinas. Después de la adhesién a las células del hospedero, tiene la capacidad
de internalizarse para evadir la respuesta inmune y causar infecciones crénicas
(Aparicio et al., 2018).
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2.4 Enfermedades autoinmunes

Se caracterizan por la pérdida de tolerancia sobre los antigenos propios por lo que
las moléculas, células y tejidos se convierten en blancos de la respuesta inmune
(Zhang et al., 2017).

Existen cerca de 100 diferentes enfermedades autoinmunes, aunque la prevalencia
en la poblacion es baja (3-5%), la morbilidad y mortalidad son significativas. El
desarrollo de una enfermedad autoinmune se asocia con una predisposicion
genética, por ejemplo alelos especificos del antigeno leucocitario humano (HLA),
nutricion del paciente, microbiota, hormonas, factores externos como agentes
xenobidticos como solventes, metales, tabaco y agentes infecciosos (Wang, Wang,
& Gershwin, 2015).

Los microorganismos han sido ampliamente estudiados como causantes de
enfermedades autoinmunes e inflamatorias posteriormente desarrolladas a una
infeccion. Uno de los mecanismos por el que sucede el desencadenamiento o
exacerbacion es por el mimetismo molecular, debido a que algunas de las
estructuras de los agentes guardan similitud con las del huésped y la respuesta
montada también ataca a los antigenos propios (Arleevskaya et al., 2018; Chu et
al., 2019).

2.4.1 Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria cronica caracterizada
por sinovitis erosiva y persistente e inflamacion sistémica que produce dafio a las
articulaciones y cartilago, discapacidad y decremento de la calidad de vida (Alunno
et al., 2017). La etiologia aun no es bien conocida pero se sabe que estan
implicados factores ambientales, hormonales, herencia e inmunidad (Horta-Baas et
al., 2017; Shokrollahi et al., 2017).

Entre los factores externos desencadenantes se han estudiado varios agentes
infecciosos incluyendo bacterias, hongos y virus. Han sido asociados
Staphylococcus, Streptococcus, Haemophilus, Mycoplasma, enterobacterias
citomegalovirus, virus de Epstein Barr, entre otros (Arleevskaya et al., 2018; Ataee
et al., 2015).
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Por otro parte, esta enfermedad esta estrechamente ligada al incremento en el
riesgo de padecer enfermedad cardiovascular y aterosclerosis. La asociacion esté
dada porque tanto la aterosclerosis como AR tienen procesos patoldgicos similares,
un ejemplo de ellos es que ambos padecimientos tienen infiltracion de células
inmunes como macrofagos y células TH1, la expresion de moléculas de adhesion
celular esta incrementada, existe neovascularizaciéon y hay degradacién del
cartilago, comparten factores de riesgo genéticos como los polimorfismos en HLA-
DRB1 y MHC2TA vy factores de riesgo ambientales como ser fumador, padecer
obesidad y diabetes. En la artritis reumatoide hay un desbalance en los niveles de
lipidos, donde el HDL se reduce significativamente en comparacion con el LDL
produciendo un indice aterogénico elevado, dando como resultado la generacién de
placa aterogena. (Mahmoudi et al., 2017; Skeoch & Bruce, 2015).

2.4.2 Espondilitis anquilosante

Es una enfermedad autoinmune perteneciente al grupo de las espondiloatropatias,
se caracteriza por inflamacion cronica del esqueleto axial, principalmente las
articulaciones sacroiliacas, llevando a la formacién de hueso nuevo produciendo la
union de las vértebras, lo cual impide la movilidad. Afecta principalmente a hombres,
Nno se conoce con exactitud las causas pero existen algunos factores predisponentes
como la presencia del antigeno leucocitario humano HLA-B27, el medio ambiente,
el consumo de alcohol, la dieta e infecciones (Chen et al., 2019; Maksymowych,
2019).

En pacientes con esta enfermedad se ha encontrado mayor cantidad de anticuerpos
contra Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia en comparacion con
personas sanas (Ogrendik 2017). También ha sido asociada con Klebsiella y
microorganismos de la microbiota intestinal como Bacterioides, Enterococcus y

Staphylococcus (Cypers, Bridges, & Elewaut, 2018).

2.4.3 Artritis reactiva
También conocida como sindrome de Reiter, es otra forma de espondiloartropatia.

Se define como una artritis no purulenta o estéril que es desencadenada por una
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infeccion, generalmente ocurrida en un sitio distante, por tanto, el microorganismo
causante casi nunca se aisla del sitio comprometido. Las infecciones pulmonares,
gastrointestinales y genitourinarias son las mas comunes asociadas al desarrollo
del padecimiento. Se caracteriza por producir inflamacion asimétrica o en una sola
articulacion, siendo mas vulnerables las extremidades y las uniones sacroiliacas. La
enfermedad se manifiesta algunas semanas post-infeccion y los individuos jovenes
son mas susceptibles. Al igual que otras espondiloatropatias, la presencia del HLA-
B27 es predisponente para su desarrollo (Bardin, 2018; Schmitt, 2017).

Varios microorganismos funcionan como desencadenantes, por ejemplo se han
reportados casos asociados a infecciones con Salmonella, Shigella, Campylobacter,
Chlamydia, Staphylococcus aureus, Borrelia burgdorferi, Helicobacter cinaedi,
Clostridium difficile, Haemophilus influenzae, Ureaplasma urealiticum y Mycoplasma
pneumoniae (Harjacek, Ostojic, & Rode, 2006).

2.4.4 Eritema nodoso

Es un proceso inflamatorio caracterizado por la formacion de lesiones nodulares
infiltrativas, se presenta principalmente en las piernas, y en menor medida en
muslos, tronco y extremidades superiores. Las lesiones suelen ser dolorosas, pero
evolucionan en un periodo de 2 a 8 semanas sin dejar cicatriz. La patogenia no se
conoce con certeza pero parecen estar implicados diferentes mecanismos como
hipersensibilidad retardada tipo 1V, depdsito de complejos inmunes y formacién de
anticuerpos (Varas et al., 2016).

La causa del eritema nodoso es dificil de determinar, pero estan asociados factores
como infecciones, inflamacion, autoinmunidad y empleo de farmacos como
sulfonamidas, amoxicilina y anticonceptivos orales. Dentro de las infecciones, las
mas comunmente asociadas son las respiratorias por estreptococo (3-hemolitico del
grupo A, seguida de Mycobacterium tuberculosis, gastroenteritis por Yersinia y

Salmonella enteritidis, otras por Bartonella y Mycoplasma (Ibafiez, 2014).
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2.5 Asociacion entre Mycoplasma y enfermedades autoinmunes

Con frecuencia los micoplasmas se ven asociados con el desencadenamiento de
diferentes enfermedades autoinmunes, entre los sitios que comunmente se
encuentran involucrados en la autoinmunidad causadas por estos microorganismos
podemos mencionar al sistema nervioso, piel, sistema circulatorio y musculo-
esquelético (Atkinson, 2018).

Se ha reportado que las lipoproteinas, lipidos y superantigenos pueden
desencadenar o exacerbar artritis reumatoide, artritis reactiva, espondilitis
anquilosante, eritema nodoso, esclerosis lateral amiotréfica, entre otras. Los
micoplasmas implicados incluyen M. pneumoniae, M. fermentans, U. urealyticumy
M. arthritidis (George et al., 2015; Gil et al., 2009; Gil et al., 2014; Mu et al., 2016;
Scharf et al., 2015).

Como se mencion6 anteriormente, la puesta en marcha de los mecanismos
patogénicos de Mycoplasma en el huésped, desencadena cambios inmunolégicos
como la liberacion desregulada de citocinas, produccién de autoanticuerpos y
activacion de células inmunes (da Rocha Sobrinho et al., 2011; He et al., 2014). A
pesar de la relacibn aparentemente existente, la prevalencia de este
microorganismo en liquido sinovial y en sangre de personas con enfermedades
autoinmunes o inflamatorias aun no es completamente clara, por lo que se requiere

mayor evidencia para determinar dicha relacion (Ataee et al., 2015).

2.6 Apolipoproteina E

Es una proteina miembro de la familia de las apolipoproteinas humanas, esencial
en el metabolismo de lipidos. Es sintetizada principalmente en el higado y en menor
cantidad por cerebro, rifiones, macrofagos, adipocitos, células musculares y de la
piel. Juega un rol importante en el transporte de lipidos como colesterol y
triglicéridos, asi como en el metabolismo de lipoproteinas. Se encuentra codificada
en el gen APOE ubicado en 19913. Esta proteina tiene alelos diferentes
dependiendo de cambios puntuales en las bases. Las principales tres isoformas E2,
E3 y E4 son producidas por polimorfismos de un solo nucleétido en los lugares 112

y 158 del gen, dando como resultado cambios en los aminoacidos cisteina (Cys) y
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arginina (Arg). La forma APOE €3 es la mas comun en la poblacién, presenta Cys
en la posicion 112 y Arg en la 158, APOE &2 cambia a Cys112/Cys158 y APOE &4
a Arg112/Arg158. Gracias a la combinacién de los 2 alelos se obtienen 6 genotipos
diferentes: homocigotos para E2/E2, E3/E3, E4/E4 y heterocigotos E2/E3, E3/4 y
E2/E4 (Liehn et al., 2018).

Todos los alelos exhiben diferentes fenotipos, E2 presenta una afinidad disminuida
por el receptor de apoE en el higado, por lo tanto, las personas con este fenotipo
tienen una captacion disminuida de lipoproteinas ricas en triglicéridos y expresion
aumentada de receptores de LDL, por lo tanto, los niveles de triglicéridos en sangre
incrementan y las concentraciones de colesterol total y LDL se reducen, induciendo
hiperlipidemias tipo Ill. En el caso del fenotipo E4 la afinidad de apoE por los
receptores es ligeramente mayor que en E3, por lo que hay una captura mayor de
lipoproteinas ricas en triglicéridos y los receptores para LDL sufren una regulacion
negativa, ocasionando niveles aumentados en sangre de colesterol LDL vy total
debido a la pobre recaptura por los hepatocitos y la disminucion de triglicéridos. Este
fenotipo se asocia con un riesgo alto de enfermedad cardiovascular, aterosclerosis
y Alzheimer asi como predisposicion para contraer infecciones por algunos
microorganismos con requerimientos de colesterol (Garcia, 2003; D. Wang et al.,
2018).

2.7 Relacion entre isoformas de Apolipoproteina E, enfermedades
autoinmunes y Mycoplasma

Como se veia anteriormente, la artritis reumatoide y algunas formas de
espondiloatropatias son multifactoriales, muchas de ellas son desencadenadas
después de una infeccion. Sin embargo es bien conocido que no todos los individuos
que tienen una infeccion desarrollaran una enfermedad autoinmune, esto depende
del fondo genético de cada uno de los individuos, uno de los principales genes
asociados al desarrollo de la enfermedad es el antigeno leucocitario humano HLA-
B27, y es posible que otros genes también estén involucrados (Gérard et al., 1999;
Toms et al., 2012).
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Las diferentes isoformas de ApoE producen cambios en el perfil de lipidos, sobre

todo E4, que incrementa el colesterol y LDL. Se ha visto que E4 facilita la
colonizacion de microorganismos como Chlamydia pneumoniae, debido a su
requerimiento de lipidos y a su vez esta bacteria lleva a la produccion de artritis
reactiva o reumatoide (Gérard et al., 2008). Mycobacterium leprae también ve
favorecida su supervivencia en macrofagos por el aumento de lipoproteinas y
colesterol en el fenotipo E4 (Wang et al., 2018). Por otro lado, los micoplasmas
también requieren colesterol para su crecimiento y son posibles causas de induccion
de artritis y otras enfermedades reumaticas. Sin embargo, aun faltan mas trabajos
para dilucidar el papel que juegan en el desarrollo de enfermedades reumaticas y la
relacion que guardan con las isoformas de apolipoproteina E.

3. Antecedentes

Desde hace tiempo se ha estudiado la asociacion entre la infeccion y la inflamacion.
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), con el propésito de lograr un mayor
entendimiento de la relacion entre infeccién y compromiso articular realizd una
clasificacion en cuatro categorias principales: artritis séptica, artritis post infecciosa,
artritis reactiva y sindrome articular inflamatorio (Espinoza & Garcia-Valladares,
2013).

El desarrollo de nuevas técnicas de biologia molecular, genéticas e inmunoldgicas
ha permitido la identificacion de los agentes infecciosos causales asi como de sus
antigenos, por lo que la informacidn respecto a la relacion existente entre infeccion
y enfermedades reumaticas debe ser constantemente actualizada (Espinoza &
Garcia-Valladares, 2013).

A nivel mundial se ha estudiado la asociacion entre Mycoplasma y la artritis y otras
enfermedades reumaticas. En 2015, Ataee y colaboradores disefiaron una PCR
multiple para la deteccién simultanea de Mycoplasma hominis, Mycoplasma
pneumoniae y Mycoplasma arthritidis en liquido sinovial de pacientes con artritis
reumatoide. Se utilizaron 131 muestras a las que se les realizo extraccion de ADN,
PCR y secuenciacion de los productos obtenidos. Se encontré a M. pneumoniae en
30 muestras (22.9%), M. hominis en 23 (17.5%) y a M. arthritidis en 13 (9.9%). En
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total los microorganismos fueron identificados en el 53.4% de liquidos sinoviales de
pacientes, lo que sugiere un posible rol de los micoplasmas en la fisiopatologia de
la artritis reumatoide (Ataee et al., 2015).

En otro estudio, Buchsel y colaboradores reportaron un caso de artritis séptica
causada por Mycoplasma salivarium en un paciente con leucemia linfocitica cronica
de células B, el cual fue sometido a quimioterapia con rituximab y bedamustin. La
identificacion se realizo por medio de PCR de 16S vy la susceptibilidad mediante test
in vitro, resultando ser una cepa resistente a ciprofloxacino y claritromicina. Aun
cuando M. salivarium no es asociado comunmente como agente causal en
pacientes inmunocomprometidos, la enfermedad precedente y el tratamiento
pudieron jugar un papel predisponente para causar la enfermedad infecciosa
(Buchsel et al., 2016).

En 2017, un grupo de investigacion identific6 a M. pneumoniae en liquido sinovial
de nifios con artritis mediante cultivo, serologia y PCR. Se estudiaron 73 pacientes
de los cuales 18 (25.4%) fueron diagnosticados con artritis séptica. 50 pacientes
con cultivo negativo para micoplasmas se sometieron a serologia y PCR para la
deteccion de M. pneumoniae. Dos pacientes (4%) mostraron un resultado positivo
por PCR, indicativo de infeccién activa y posible causa de la artritis, 17 pacientes
(33.3%) fueron positivos para IgG, lo cual pone de manifiesto un contacto previo con
Mycoplasma, y 2 pacientes (4%) positivos para IgM, sugiriendo una infeccion actual
0 muy reciente (Shokrollahi et al., 2017).

Asi mismo se han realizado diversos estudios en América donde también se pone
de manifiesto la posible relacion existente entre Mycoplasma y enfermedades
reumaticas. En Brasil, da Rocha y colaboradores detectaron anticuerpos contra el
superantigeno MAM y contra LAMP de M. hominis y M. fermentans en suero de
pacientes afectados por artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico (LES). Se
detectaron anticuerpos IgG contra MAM en 27.5% de pacientes con AR, en 18.8%
en pacientes sanos y en 21.7% de pacientes con LES. Un alto nimero de LAMP de
M. fermentans y M. hominis fueron reconocidas por el suero de pacientes y controles
siendo mayor en pacientes con artritis reumatoide, aunque las diferencias no fueron

significativas (da Rocha Sobrinho et al., 2011).
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En 2015, en Filadelfia, fue documentado el caso de una paciente de 21 afios con
artritis idiopatica juvenil y artroplastias de cadera tratadas con rituximab y
adalimumab, quien desarrollo infecciones urogenitales y abscesos de tejido suave
y posteriormente artritis en una rodilla con cultivos de rutina negativos. Ureaplasma
spp. fue identificado de liquido sinovial en dos ocasiones diferentes mediante PCR
del gen 16S ribosomal. El tratamiento con azitromicina redujo los sintomas, después
de la suspension del tratamiento la artritis se esparcio a la protesis de cadera, donde
nuevamente la PCR del 16S ribosomal fue positiva para Ureaplasma spp. En este
caso, una planeacion de tratamiento antibiotico a largo plazo fue implementada para
contrarrestar las recaidas posteriores. Ureaplasma spp., no suele ser asociado
comunmente con el desarrollo de artritis séptica pero en algunos casos las
condiciones precedentes de los pacientes suelen tener un papel importante en la
susceptibilidad, como es el caso de hipogamaglobulinemias, tratamiento con
farmacos que disminuyen la respuesta inmune, corticoesteroides, implantes de
prétesis, trasplante de 6rganos y traumas (George et al., 2015).

En Alaska, describieron el caso de un cazador de focas que desarroll6 infeccion en
un dedo después de una mordida y posterior artritis séptica de cadera. Después de
varios cultivos negativos, determinaron por PCR del gen 16S ribosomal la presencia
de una bacteria de la familia Mycoplasmataceae. Se determind género y especie
por PCR a partir de muestras de sangre periférica, tejido de caderay liquido sinovial.
Las muestras de sangre periférica resultaron negativas mientras que las de tejido y
liguido sinovial mostraron la misma secuencia del 16S. El analisis filogenético indico
una nueva especie no cultivable, taxonémicamente cercana a Mycoplasma
equigenitalium/Mycoplasma elephantis. En esta revision se destaca el hecho que el
paciente no presentaba inmunodeficiencia o ninguna condicion predisponente para
la diseminacion del microorganismo (Westley et al., 2016).

En México también hay estudios sobre la relacion entre Mycoplasma y
enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide. En 2002, se realizaron
estudios para determinar la habilidad de M. fermentans para inducir artritis en
conejos después de inocular la bacteria en trAdquea y articulaciones de rodillas.

Encontraron que M. fermentans produjo artritis aguda tras la infeccion por ambas
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vias. La inflamacién de las rodillas se observé primero y con mayor severidad en
conejos inoculados con la cepa P-140 en comparacién con la cepa P-18
posiblemente debido a la pérdida de virulencia en esta Ultima por pases sucesivos
en el laboratorio. Ambas cepas tuvieron la capacidad de migrar desde la traquea
hasta tejidos y articulaciones no inoculados. Los cambios mas severos en el tejido
articular se vieron al final del experimento y se caracterizaron por infiltracion de
neutrofilos y la sustitucién de tejido adiposo por tejido conectivo. Los conejos que
se inocularon por via intratraqueal con P-140 mostraron artritis inducida y la bacteria
se pudo aislar de pulmon, sangre, corazon, rifidn, bazo, cerebro y articulaciones.
Gracias a este experimento se pudo concluir que M. fermentans aislado de humanos
es capaz de inducir artritis en conejos sin importar la ruta de inoculacion. Este hecho
sustenta la posibilidad de que el mismo fenbmeno ocurra en las articulaciones de
humanos posterior a la infeccion con M. fermentans, ademas de que permite
avanzar en la identificacion de la forma en que los micoplasmas son capaces de
llegar desde los sitios primarios de infeccion hasta el tejido sinovial (Rivera et al.,
2002).

En 2009 Gil y colaboradores estudiaron 219 muestras sanguineas de pacientes con
artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, sindrome antifosfolipido y de
pacientes sanos en busca de M. fermentans a través de cultivo y PCR, detectaron
anticuerpos IgG e IgM contra la cepa PG18 por ELISA e inmunoblot. Los pacientes
con sindrome antifosfolipido y pacientes sanos dieron negativo en cultivo y PCR
para Mycoplasma. En los pacientes con lupus eritematoso se detect6 por PCR a M.
fermentans en 2/50 (2%), M. hominis en 2/50 (2%) y Ureaplasma urealyticum en
1/50 (0.5%). En los pacientes con artritis reumatoide se detectd por cultivo a M.
fermentans en 13/87 muestras y en 13/87 por PCR, pero solo hubo concordancia
entre cultivo y PCR en 6 muestras, por lo tanto, se identificé en total a la bacteria en
20/87 (23%). IgM se detecto en 40/87 pacientes con AR e IgG en 48/87 sueros con
AR. Por inmunoblotting se determin6 IgM en 35 muestras e IgG en 34 de un total de
87 sueros de pacientes con AR. Los resultados revelaron que los pacientes con AR
expuestos a M. fermentans llegan a desarrollar bacteremias en un alto porcentaje

en contraposicion a los individuos sanos y pacientes con otras enfermedades
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autoinmunes, ademas los individuos con AR presentan mayor reactividad contra los
antigenos de M. fermentans. Una razén para su ocurrencia es el hecho de que los
pacientes toman gran cantidad de esteroides u otros inhibidores de la respuesta
inmune que los vuelve mas susceptibles a infecciones. Existen varias teorias que
tratan de explicar como los micoplasmas estan correlacionados con enfermedades
reuméaticas y sinovitis, por un lado una de ellas considera que los micoplasmas
funcionan como un cofactor en personas genéticamente predispuestas para el
desarrollo de enfermedades autoinmunes, otra propone que la infeccion primaria
por micoplasmas se produce en un lugar alejado por ejemplo en vias respiratorias
0 urogenitales y trasladarse hasta llegar al tejido sinovial donde se reproducen y
liberan sustancias téxicas que inducen la produccion de citocinas y el
desencadenamiento de la inflamacion, y otra propuesta donde la infeccion por
micoplasmas es una consecuencia debido a que los pacientes con enfermedades
reumaticas suelen estar bajo tratamiento que favorece infecciones sistémicas, y a
su vez, al llegar a la sinovia, exacerban la enfermedad predecesora (Gil et al., 2009).
Por otro lado, también se ha investigado la asociacion de los micoplasmas con otras
enfermedades autoinmunes, un ejemplo es el trabajo realizado en 2012 donde
determinaron la presencia de anticuerpos anti M. penetrans en pacientes con
sindrome antifosfolipido (APS) y LES. Identificaron IgM e IgG mediante ELISA y
Western blot. En sus resultados, en pacientes con APS primario, encontraron IgG
en el 44% (método de ELISA) y en el 72% (método de Western blot) e IgM en 78%
por ELISA y en 72% por Western blot. Para el caso de pacientes con APS
secundario, 1gG por ELISA se obtuvo en 77% y por Western blot en 55%, IgM por
ELISA en 85% y por Western blot en 68%. Para LES IgG se encontré en 45% por
ELISA y en 54% por Western blot; IgM se determind en 75% por ELISA 'y en 67%
por Western blot. A diferencia de pacientes con APSy LES, en pacientes sanos solo
se obtuvo 4% de identificacion tanto para IgG como para IgM por ambos métodos.
Los anticuerpos contra Mycoplasma penetrans encontrados en alta proporcion en
pacientes con LES y APS sugieren que la presencia de la bacteria no es casual y
puede ser que los micoplasmas jueguen un rol en el desarrollo de estas

enfermedades (Herrera-Saldivar et al., 2012).
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En 2014, se investigo la presencia de micoplasmas en sangre de pacientes con
Esclerosis Lateral Amiotréfica (ALS), enfermedad de origen desconocido, pero en
la que estén relacionados diversos factores como defectos genéticos, traumas en la
cabeza, toxinas ambientales, respuesta autoinmune e infecciones bacterianas o
virales. La deteccién de Mycoplasma se realiz6 por cultivo y PCR directa ademas
de la busqueda de anticuerpos IgM e 1gG contra LAMPs de estos microorganismos
por Western blot. En total se analizaron 13 muestras de pacientes con ALS y 44
sanos. Mycoplasma spp. se detectd por cultivo o PCR en 46% de las muestras con
ALS y en 9% de las muestras de pacientes sanos. Asi mismo se encontro IgM contra
LAMP en 46% de muestras de pacientes y en 30% de individuos sanos. IgG fue
detectada en 31% de muestras con ALS y en 7% de personas sanas. Estos
resultados mostraron que los micoplasmas parecen jugar un papel en el origen o
progresion de la ALS debido a la diferencia encontrada tanto en la presencia de
micoplasmas, asi como en los anticuerpos contra las lipoproteinas de la membrana
de los microorganismos entre los pacientes y los individuos sanos, habiendo mayor
presencia en pacientes. Las actividades biol6gicas de los micoplasmas para su
supervivencia dentro del hospedero podrian ser un desencadenante del dafio
causado a las neuronas motoras, ceélulas gliales y astrocitos y por tanto del
desarrollo de ALS (Gil et al., 2014).

En otras investigaciones se ha estudiado la relacion entre la presencia del alelo E4
de la apolipoproteina E y la adhesion de los cuerpos elementales de Chlamydophila
pneumoniae a la célula. Se encontr6 que el aumento en la expresion de ApoE4 en
células transfectadas con plasmidos cargados con el gen apoE4 favorece la union
a la superficie celular en comparacién con células transfectadas con el gen apoE3.
Asimismo, la deteccion de la cantidad de ADN de C. pneumoniae se Vio
incrementada en células con ApoE4 en comparacion con células ApoE3. Por lo
tanto, la presencia del alelo ApoE4 parece favorecer la adherencia de este
microorganismo a las células de huésped, el mecanismo aun no es conocido pero
podrian estar implicados los receptores para la proteina ApoE o bien los péptidos
producidos por los alelos, por otra parte, la desestabilizacion en los niveles de
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lipidos, sobre todo el incremento en el colesterol favoreceria el desarrollo del
microorganismo (Gérard et al., 2008).

La relacion entre ApoE y la artritis reumatoide fue estudiada entre pacientes con la
enfermedad y un grupo control sin AR, se detectd que no hubo diferencias
significativas en la distribucién de los tres principales alelos (ApoE2, ApoE3 y
ApoE4) entre ambos grupos. Dentro del grupo con artritis reumatoide, el colesterol
total, LDL y apolipoproteina B fueron mayores en los genotipos ApoE4 y menores
para ApoE2. En el caso de los marcadores inflamatorios, los valores de velocidad
de sedimentacion globular, proteina C reactiva y actividad de la enfermedad fueron
mas bajos para ApoE4 comparada con ApoE3. A pesar que no hubo asociacion de
los alelos E2 y E4 con enfermedad cardiovascular si se observd una tendencia.
Estos resultados sugieren a pesar de que los porcentajes de los alelos de ApoE en
AR no varian en relaciéon con la poblacién general los diferentes genotipos estan
ligados al grado de inflamacién y niveles de lipidos. Por lo tanto ApoE podria ser
aplicado como un marcador predictor de artritis y dafio vascular en AR (Toms et al.,
2012).

En el laboratorio de micoplasmas se ha estudiado el vinculo entre la presencia de
micoplasmas en pacientes con enfermedades reuméticas y las isoformas de ApoE,
para ello se consideraron muestras de liquido sinovial provenientes de un grupo de
pacientes diagnosticados y muestras de suero de un grupo testigo sano. Se
identificé al género Mycoplasma por cultivo y PCR, encontrando que el 57% de los
pacientes eran positivos, de este porcentaje, en el 22% se identific6 a M.
fermentans, en el 12% a M. penetrans y en el 5% a M. genitalium. Los genotipos de
ApoE no presentaron diferencias con la poblacion general obteniéndose 90% para
E3/E3, 6% para E3/E4 y 3% para E2/E3. En general no hubo asociacion entre los
alelos de ApoE y la presencia de micoplasmas en los pacientes con enfermedades
reumaticas, no obstante la investigacion de un mayor niumero de muestras y la
deteccién de infecciones empleando metodologias que permitan determinar si en
algiin momento previo el microorganismo estuvo presente podran ayudar a tener un

panorama mas amplio de la posible asociacion entre genotipos de ApoE y el
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establecimiento de Mycoplasma en personas con enfermedades reumaticas
(Zenteno-Diaz, 2019).

4. Justificacion

El impacto que las enfermedades reuméticas tienen sobre la calidad de vida de las
personas que las padecen es muy importante, no Unicamente en lo referente a
salud, sino también en los ambitos sociales, familiares, economicos y laborales
debido a que muchos pacientes estan inhabilitados para moverse con facilidad y
sufren de dolor constante.

Los estudios sobre la correlacion que existe entre la presencia de Mycoplasma en
el organismo y el desencadenamiento o exacerbacion de enfermedades reumaticas
aun no esté esclarecida. Por lo que el estudio de la prevalencia de micoplasmas en
pacientes con enfermedades reumaticas ayudard a tener un mejor panorama
acerca de ésta relacion.

Por otra parte, el papel de las isoformas de apolipoproteina E en pacientes con
enfermedades reumaticas que presentan evidencia de infeccién por micoplasmas
no ha sido estudiado.

Con base a lo anterior, este trabajo busca contribuir al avance en el conocimiento
respecto al papel que juegan los micoplasmas en el desencadenamiento o
exacerbacion de enfermedades reumaticas. Por lo tanto, el entendimiento de la
etiologia y patogenia de las enfermedades reumaticas permitira mejorar el
desarrollo de tratamientos mas adecuados, asi como de medidas que ayuden a

prevenir su exacerbacion.

5. Hipotesis

La prevalencia de bacterias del género Mycoplasma y anticuerpos contra
micoplasmas es mayor en pacientes con enfermedades reumaticas en comparacion
con individuos sanos. El genotipo de ApoE4 influye en la presencia de dichas

bacterias en pacientes y testigos.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Detectar micoplasmas y anticuerpos contra micoplasmas en liquido sinovial y suero

de pacientes con padecimientos reumaticos y determinar si existe asociacion entre

la presencia de micoplasmas y genotipos de apolipoproteina E.

6.2 Objetivos especificos

1.

Identificar micoplasmas por cultivo y PCR en liquido sinovial y suero de
pacientes y controles.

Detectar anticuerpos anti-Mycoplasma en liquido sinovial y suero de
pacientes y controles por inhibicién metabdlica.

Estandarizar la técnica de Western-blot para deteccion de anticuerpos anti-
LAMP.

Detectar anticuerpos anti-LAMP en liquido sinovial y suero de pacientes y
controles por Western-blot.

Determinar genotipo de ApoE a pacientes y testigos.
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7. Estrategia metodoldgica

Eleccioén de pacientes con
enfermedades reumaticas e

individuos sanos

Recoleccion de muestras de
liquido sinovial y/o sangre

total

!

v

v

!

Cultivo de muestras

Extraccion de ADN

Inhibicion metabolica
para deteccion de
anticuerpos

Western-blot

|

!

PCR para
identificacion de
micoplasmas

Genotipificacién para

Apolipoproteina E

l | |

Cultivo para
identificacion de
bacterias aerobias
facultativas

Cultivo para
determinacion de
micoplasmas

Obtencion de LAMPs por
cultivo de cepas de
micoplasmas

Western-blot para
determinacion de
anticuerpos

8. Disefio experimental
8.1 Criterios de inclusidn
8.1.1 Grupo de estudio

Anadlisis de resultados

Pacientes con diagnostico de enfermedades reuméaticas de acuerdo a los criterios

establecidos por el Colegio Americano de Reumatologia como: artritis reumatoide,

osteoartritis, artritis reactiva, espondilitis anquilosante, eritema nodoso y gota; cuyo

curso de la enfermedad fuera de al menos un afio y que no hubieran consumido

antibiéticos, minimo siete dias antes de la recoleccién de muestra.

8.1.2 Grupo control

Individuos voluntarios, clinicamente sanos, que no hubieran estado bajo tratamiento

con antibioticos por lo menos siete dias antes de la toma de muestra.
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8.2 Criterios de exclusion

Pacientes y testigos que no cumplieron con alguno de los requisitos anteriores.

8.3 Criterios de eliminacion

Pacientes que no desearon continuar participando en el estudio.

8.4 Consideraciones éticas
Todos los participantes accedieron voluntariamente para formar parte de la
investigacion. La carta de consentimiento (Anexo 1) informado fue obtenida para

cada uno de ellos. Los datos personales se resguardaron de forma confidencial.

9. Materiales y métodos

9.1 Sujetos de estudio

53 pacientes que acudieron al Servicio de Reumatologia del Hospital Manuel Avila
Camacho del Instituto Mexicano del Seguro Social de Puebla, México fueron
incluidos en este estudio. Los participantes fueron diagnosticados por el Dr. David
Bafiuelos Ramirez, reumatdlogo quien dictamind que cumplian con todos los
criterios del Colegio Americano de Reumatologia, se hallaban en la fase aguda de
la enfermedad y no se encontraban bajo tratamiento con antibiéticos.

27 individuos sin padecimientos reumaticos fueron incluidos en el estudio como
grupo control. Todos eran clinicamente sanos, sin encontrarse bajo tratamiento con

antibioéticos.

9.2 Especimenes

Se recolectaron 58 muestras clinicas (liquido sinovial y sangre venosa)
pertenecientes a pacientes con enfermedades reumaticas y 27 muestras de sangre
venosa de individuos sanos.

9.3 Recoleccion de muestras

Las muestras de pacientes fueron recolectadas en jeringas estériles (para liquido
sinovial) y en tubos con EDTA (para sangre venosa) por el médico reumatélogo. Se

trasladaron bajo temperatura ambiente, resguardadas del clima, al Laboratorio de
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Micoplasmas del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas para su
cultivo. Posterior al cultivo, las muestras se mantuvieron a -70°C hasta su uso.

Las muestras de sangre venosa de individuos sanos fueron recolectadas en tubos
con EDTA, se transportaron al Laboratorio de Micoplasmas a temperatura ambiente
para su posterior cultivo. Las muestras se mantuvieron a -70°C hasta su uso en el
estudio.

Las muestras clinicas obtenidas de pacientes y de individuos sanos se emplearon
para la busqueda de micoplasmas por cultivo y PCR, la deteccion de anticuerpos
totales para Mycoplasma y especificos para LAMP vy la determinacion de genotipo
de ApoE.

9.4 Cultivo microbioldgico para micoplasmas

Tubos de ensayo con 1.8 ml de caldo PPLO (Eaton) con glucosa al 0.5%, suero de
caballo al 30% Yy dializado de levadura al 10% (la preparacién del medio de cultivo
se detalla en el Anexo 2) para el aislamiento de micoplasmas, se inocularon con
200 pl de las muestras clinicas de pacientes e individuos sanos. Los cultivos se
dejaron incubar por un periodo de treinta dias o hasta la observacion del vire del
indicador rojo de fenol, de rojo a amarillo, sin la produccién de turbidez, lo que
manifestd el crecimiento de estos microorganismos. Los cultivos fueron
considerados negativos si el indicador no tuvo cambios de coloracion en el periodo
de treinta dias. Como control negativo se utilizé un tubo con caldo PPLO, el cual se
incubo6 a 37°C durante el mismo periodo de tiempo que las muestras clinicas y no
presentd vire del indicador. 200 ul de una cepa de Mycoplasma fermentans fue
inoculada en 1.8 ml de caldo PPLO como control positivo, se incubd a 37°C hasta
observar el cambio del indicador.

Para confirmar el crecimiento de micoplasmas, 10 ul de cada una de las muestras
fueron sembrados, por descarga directa con micropipeta, sin estriar, sobre la
superficie de agar PPLO (Eaton) (detalles de preparacion en Anexo2); se dejaron
incubar a 37°C por siete dias para posteriormente ser observados en el
estereoscopio en busqueda de microcolonias caracteristicas de micoplasmas, las

cuales presentan una morfologia tipica de huevo frito.
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9.5 Cultivo microbioldgico para bacterias aerobias facultativas

Todas las muestras clinicas inoculadas para busqueda de micoplasmas, fueron
sembradas en agar Infusion Cerebro Corazon (BHI) para la deteccion de otras
bacterias aerobias facultativas. Se colocaron 10 ul de las muestras y se
distribuyeron sobre la placa mediante la técnica de estria cruzada. Se incubaron a
37°C durante 48 horas y se revisaron para la busqueda de colonias.

En caso de observacion de crecimiento microbiolégico, se realizaria la identificacion

de las especies por pruebas bioguimicas convencionales.

9.6 Extraccion de ADN de muestras clinicas

Para la extraccidén de liquido sinovial y sangre total de pacientes y testigos se
empled el kit comercial High Pure PCR Template Preparation Kit de la marca Roche
siguiendo las instrucciones proporcionadas por el proveedor (Anexo 3).

Previo a la extraccion de liquidos sinoviales, se realizd la concentracion de las
muestras por centrifugaciéon a 18,000 rpm por 20 minutos, descartando parte el
sobrenadante y utilizando 250 pul del fondo para la técnica de extraccion. El material
genético extraido se conservo a -20°C hasta su uso.

Una muestra de 1.5 ml de liquido sinovial fue adicionada con 100 pl de cepa de M.
fermentans, de la cual, se extrajo el ADN usando la misma metodologia que con las

muestras clinicas. Esta muestra fue utilizada como control positivo de extraccion.

9.7 Extraccién de ADN de cultivos en caldo Eaton

La extraccion de ADN a partir de cultivos en caldo Eaton se realiz6 por el método
de hervido. A partir de los cultivos incubados para la busqueda de micoplasmas (con
y sin vire del indicador), se tomd 1 ml de cada cultivo en un tubo Eppendorf estéril y
se empaquetaron mediante centrifugacion a 18,000 rpm durante 20 minutos.
Después, el sobrenadante se descarté con ayuda de una micropipeta, cuidando de
no perder la pastilla, posteriormente, a cada tubo se agregaron 100 ul de agua
inyectable estéril para la resuspension de la pastilla. Los tubos se colocaron en el
termomixer Eppendorf a una temperatura de 95°C durante 12 minutos con agitacion
constante a 800 rpm para la lisis de las células y liberacién del ADN; finalizado el
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tiempo, los tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se centrifugaron a
12,000 rpm durante 15 minutos para separar los restos celulares del material
genético; los sobrenadantes se colocaron en tubos Eppendorf estériles y se

conservaron en congelacion a -20°C hasta su uso posterior.

9.8 Cuantificacion y determinacion de pureza de ADN

La concentracion del ADN de doble cadena obtenido por ambas metodologias se
establecio realizando la cuantificacion en el fotdmetro NanoPhotometer® Pearl de
IMPLEN mediante la lectura de las muestras a 260 nm. Posteriormente, las
concentraciones se ajustaron a 100 ng/ul para su posterior uso. La pureza del ADN
se determind Unicamente para las muestras provenientes de liquido sinovial y
sangre venosa que fueron extraidas por kit; la pureza se evalué tras la obtencion
del cociente de las absorbancias 260/280 nm, considerando una pureza aceptable

aguellas que entraron dentro del rango de 1.7 a 2.0.

9.9 Determinacion de micoplasmas por PCR

La deteccion del género Mycoplasma, asi como la identificacion de las especies, se
llevd a cabo a partir del ADN obtenido de las muestras clinicas y los cultivos
empleando la técnica de PCR para la amplificacion de fragmentos especificos para
cada uno de los microorganismos mencionados. Para Mycoplasma spp. se amplifico
un fragmento conservado entre mas de 30 especies de micoplasmas del gen 16S
ribosomal, para M. fermentans, un elemento IS; para M. pneumoniae el gen de una
ATPasa; para M. genitalium el gen mpgB de la adhesina p140; para M. penetrans,
M. pirum, M. hominis, M. salivarium y M. orale, una fraccion del gen 16S ribosomal
especifica para cada una de las especies.

En el Anexo 4 se detallan las secuencias de cada uno de los oligonucleotidos
utilizados en las amplificaciones de género y especies, asi como el gen o fragmento
de ADN que amplifican, el tamafio del producto de PCR, las temperaturas de

alineamiento (Tm) y las referencias donde cada uno de ellos fue probado y validado.
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En la Tabla 2 se observan los componentes utilizados para las reacciones de
amplificacion, asi como la concentracion original y final para una reaccion. La

mezcla de reaccién se calcul6 para un volumen final de 10 pl.

Tabla 2. Componentes y concentraciones utilizados para las PCR realizadas

para determinacion de género y especies de Mycoplasma

Concentracion Volumen por Concentracién
Componente . .
stock reaccion final

Agua libre de nucleasas - 5.7 ul =
Buffer 10X (Thermo Scientific) 10X 1yl 1X
MgCl; (Thermo Scientific) 20 mM Incluido en buffer 2mM
dNTPs mix (Thermo Scientific) 10 mM 0.2 ul 0.2 mM
Iniciador delantero (Oligo T4) 10 uM 0.5 pl 0.5 uM
Iniciador reverso (Oligo T4) 10 uM 0.5 pl 0.5 uM
Dream Taq DNA polimerasa

o 5 U/ul 0.1 pul 05U
(Thermo Scientific)
ADN 100 ng/ul 2 ul 20 ng

Las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo en el termociclador marca
Labnet siguiendo las condiciones de reaccién: 1 ciclo de desnaturalizacién inicial a
95°C, 5 min; 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C, 1 min, alineamiento a la Tm
especifica para cada iniciador, 1 min, extensién a 72°C, 1 min; y 1 ciclo de extensién
final a 72°C, 5 min.

9.10 Visualizacion de productos de PCR

Para observar los productos de PCR amplificados, se realizé el corrimiento
electroforético en geles de agarosa al 1%, utilizando para su preparacion buffer TAE
1X. La electroforesis se llevo a cabo durante 1.0 a 1.5 horas a 70 voltios. Para
identificar el tamafio de los fragmentos de ADN amplificados se utilizé el marcador
de peso molecular GeneRuler® 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific),
el cual fue adicionado en el primer pozo de cada gel. Con el fin de evitar que las
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muestras de ADN salieran del pozo y visualizar su desplazamiento en el gel, se
adicion6 buffer de carga a cada muestra.

Al finalizar la electroforesis, los geles se tifieron con bromuro de etidio BET (4 mg/ml)
durante 20 minutos y se lavaron con agua destilada para eliminar el exceso de BET
por 1 min. La visualizacion y captura de la imagen se realizo en el fotodocumentador

Kodak con el fin de llevar a cabo el analisis de los resultados obtenidos.

9.11 Purificacién de productos de PCR

La purificaciéon de los productos de PCR se realizé con el Agarose Gel DNA
Extraction Kit de Roche, siguiendo las instrucciones del fabricante.

La concentracion y pureza de los productos purificados se midieron en el fotometro
NanoPhotometer® Pearl de IMPLEN, mientras que la integridad se determino
colocando 2 ul de los productos purificados en gel de agarosa al 1% para su

corrimiento electroforético.

9.12 Secuenciacion y analisis de secuencias

La secuenciacion se realizo en el Instituto de Biotecnologia IBT de la UNAM. Las
muestras se enviaron siguiendo los procedimientos y las especificaciones
seflaladas por el instituto. Para la visualizacion de la secuencia, se utilizd el
programa Chromas version 2.6.6. Se utiliz6 la base de datos Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) para comparar la secuencia.

9.13 Test de Inhibicién Metabdlica para deteccion serolégica de Mycoplasma
Para determinar la presencia de anticuerpos totales contra Mycoplasma fermentans,
Mycoplasma penetrans GTU-54 y Mycoplasma pirum en las muestras de pacientes
con enfermedades reumaticas y controles (individuos clinicamente sanos) se llevo
a cabo la metodologia de Inhibicibn Metabdlica (IM) , en la cual, se tomaron en
cuenta los cambios de coloracion del medio de cultivo debido al cambio de pH
producido por la actividad metabodlica de los micoplasmas, los cuales liberan al

medio acido lactico provocando el cambio del indicador rojo de fenol a amarillo. Si
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existen anticuerpos que inhiban esta actividad metabdlica, no habra liberacion de

acido lactico ni cambio del indicador.

9.13.1 Preparacion de cultivo de micoplasmas

Para llevar a cabo la metodologia, se prepar6 una suspension de cultivo fresco de
cada una de las especies de Mycoplasma a partir de un indculo de las cepas, el cual
se adicion6 a caldo Eaton y se incubd a 37°C hasta lograr el vire del indicador a
amarillo. El medio de cultivo fue titulado para tener una concentracién de 102
Unidades de Cambio de Color (UCC), 102 UCC y 10! UCC.

9.13.2 Inactivacion de muestras clinicas

Todas las muestras clinicas de pacientes y controles utilizadas en este ensayo
fueron colocadas en bafio Maria a 56°C por 30 minutos para la inactivacion de los
componentes del complemento, con el proposito de lograr que la inhibicion se

produjese por anticuerpos y no por complemento.

9.13.3 Ensayo de Inhibicion metabdlica (IM)

Se evaluaron 33 muestras de pacientes y 27 muestras de controles. El ensayo se
realiz6 en placas de microtitulacién, siguiendo la metodologia descrita por Velleca y
colaboradores. Como control positivo se utilizé suero de un paciente diagnosticado
positivamente para infeccion por Mycoplasma, mientras que como control negativo
fue usado el suero de un individuo negativo a Mycoplasma. Las placas de
microtitulacion fueron etiqguetadas como se muestra en la Figura 3.

Las filas para la deteccion de anticuerpos de muestras clinicas (liquido sinovial y
plasma) asi como los controles se prepararon adicionando 25ul de caldo Eaton a
todos los pozos, excepto en el primero de cada fila; enseguida, se adicionaron 50ul
de cada una de las muestras y controles en el primer pozo de la fila apropiada. A
partir del primer pozo se tomaron 25ul del contenido y se adicionaron en el pozo
consecutivo para realizar diluciones dobles hasta llegar a la dilucién 1:512 (en total

10 pozos por cada una de las muestras y controles). Se agregaron 50 nul del cultivo
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de micoplasmas previamente titulado a 102 UCC a cada uno de los pozos.
Finalmente se adicionaron 100 nul de caldo Eaton a todos los pozos.

Para la preparacion de los controles de muestra, se agregaron 25 ul de cada
muestra 'y 175 ul de caldo Eaton. Estos controles tuvieron la finalidad de detectar si
el vire del indicador no era debido a otros componentes de las muestras clinicas y
no propiamente al crecimiento de micoplasmas.

Los controles de crecimiento se prepararon colocando 50 ul de cada cultivo titulado
a 102 UCC, 10? UCC y 10* UCC en los pozos correspondientes segun la Figura 3y
posteriormente agregando 150 ul de caldo Eaton. Estos controles se emplearon
para verificar el adecuado crecimiento de los micoplasmas y como punto de
referencia para determinar el momento de lectura de la placa.

El control de diluyente se prepar6 colocando 200 pl de caldo Eaton, con el propésito
de identificar una posible contaminacién del caldo usado como diluyente, debido a
gue este pozo no debid presentar vire del indicador.

La lectura del ensayo se realizé cuando los controles de crecimiento cambiaron la
coloracion del indicador rojo de fenol de rojo a amarillo, indicativo del apropiado
crecimiento de los micoplasmas. Para la interpretacion de los resultados, el titulo de
anticuerpos productores de inhibicion metabdlica fue considerado en la maxima
dilucién donde no se observa cambio de pH, por lo tanto, el indicador no vira a

amarillo como en el caso de los controles de crecimiento.
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9.14 Deteccion de anticuerpos contra LAMP

9.14.1 Obtencién de antigenos LAMP con Triton X-114

La cepa de Mycoplasma fermentans P-140 se cultivo en caldo Eaton, medio SP4 y
medio EY (Anexo 2) hasta obtener un volumen de aproximadamente 500 ml. La
metodologia se realiz6 de acuerdo a lo reportado por Roman y colaboradores con
ligeras modificaciones. La preparacion de las soluciones empleadas se detalla en el
Anexo 5. El cultivo se centrifugd a 6,000 rpm durante 30 minutos a 4°C, se descarto
el sobrenadante mientras que el precipitado se resuspendio en 250 ml de buffer de
fosfatos salino (PBS) 0.015M pH 7.2, se realizé por triplicado el lavado de las
células, centrifugando a 6,000 rpm por 20 minutos a 4°C en cada paso de lavado.
El precipitado se resuspendié en 10 ml de PBS 0.015M pH 7.2 y se agregaron 200
ul de Tritén X-114 para lograr una concentracion final de 2%. La mezcla se incubd
a 4°C en agitacion durante 1 hora. Pasado el tiempo, la cepa se centrifugd a 6,000
rpm durante 20 minutos, el sobrenadante se colocé en otro tubo y el precipitado se
descartd. Al sobrenadante recolectado se agregaron 2.5 ml de solucion de sacarosa
0.6% y Triton X-114 0.06% en PBS y fue incubado por 5 minutos a 37°C para la
separacion de fases. Después, se centrifugd a 6,000 rpom por 10 minutos a
temperatura ambiente para lograr una mejor separacion de las fases.
Posteriormente, la fase superior acuosa fue removida, mientras que la fase inferior
detergente fue adicionada con 2.5 ml de metanol-cloroformo (4:1) para la
solubilizacion del Tritbn X-114 y la precipitacion de las proteinas LAMP. Se
centrifugd a 5,000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante se decanté y el precipitado
se dejo secar a temperatura ambiente para resuspenderse en 2 ml de PBS. La

solucion se guardé a -20°C hasta su uso.

9.14.2 PAGE-SDS

Las LAMP obtenidas de la extraccion fueron mezcladas con solucion reguladora 4X
(las soluciones empleadas para la realizacion de PAGE-SDS se detallan en el
Anexo 5) en una proporcién de 3:1y se hirvidé por 5 minutos para desnaturalizar las

proteinas y realizar el PAGE-SDS.
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Los geles de poliacrilamida (al 12%) utilizados fueron pre-fabricados por la marca
RunBlue® Gels Expedeon. A cada uno de los geles se adicionaron 5ul de marcador
de peso molecular PageRuler® Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific)
en el primer pozo y 250 ul de solucion de proteinas con 80-100 ug por ml. La
electroforesis se realizé a 70 voltios hasta salir del gel de apilamiento y continu6 a
90 voltios por 2 a 3 horas hasta llegar al borde del gel de corrimiento. Los geles
resultantes fueron tefiidos con solucion de azul de Coomassie o transferidos a

membranas de nitrocelulosa.

9.14.3 Tincidn con solucién fijadora de Coomassie

Después de la electroforesis, los geles fueron sumergidos en solucion de
Coomassie (Anexo 5) por 1 hora. Pasado el tiempo, se destifieron con una solucion
de metanol/agua destilada/acido acético (5:5:1), cambiando la solucién
frecuentemente hasta observar las bandas de proteinas.

9.14.4 Técnica de Western blot

Las soluciones empleadas para Western blot e inmunodeteccién se encuentran en
el Anexo 6. La electrotransferencia se realiz6 segun lo reportado por Roméan y
colaboradores. Las membranas utilizadas fueron de nitrocelulosa de la marca
Inmobilon-NC Millipore®, de poro 0.45 um. Se cortaron del tamafio del gel y se
introdujeron en metanol por 15 segundos, se enjuagaron con agua destilada por 2
min y se sumergieron en regulador de transferencia por 10 min. Por otro lado, los
geles y el papel filtro se humedecieron en regulador de transferencia por 10 min. En
el cassette del equipo se colocaron en orden: la esponja, dos papeles filtro, el gel,
la membrana, dos papeles filtros y una segunda esponja, cuidando de no formar
burbujas entre cada uno de ellos. El cassette se coloc6 en la camara de trasferencia
cubierto por regulador de trasferencia. La transferencia se efectué en camara
hameda por dos horas a 180 voltios. Al finalizar la membrana se tiid con amido
negro por 5 min y se enjuago6 con agua destilada durante 5 min para visualizar las

proteinas trasferidas.
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9.14.5 Inmunodeteccion

Las membranas se bloguearon con una solucion de leche descremada 5%-PBS-
Tween 20 0.05% (PBS-T) durante toda la noche en agitacion a 4°C. Después se
lavaron tres veces con PBS-T por 5 minutos y se cortaron tiras de 5 mm.

Los anticuerpos IgG e IgM fueron detectados para 42 muestras de pacientes y 27
muestras de testigos, como control positivo se utilizO suero de un paciente
diagnosticado como positivo para Mycoplasma. Se incubaron 2 tiras de nitrocelulosa
en una dilucion 1:50 de cada muestra clinica de pacientes y testigos en PBS-T a
37°C por 2 horas. Las tiras se enjuagaron 7 veces con PBS-T por un minuto, y se
colocaron en una dilucién 1:5000 de conjugado de fosfatasa alcalina-anticuerpo en
PBS-T para cada uno de los isotipos, se incubaron a temperatura ambiente por dos
horas en agitacion, se lavaron 7 veces con PBS-T. La reaccién antigeno-anticuerpo
se visualizo al agregar el reactivo de nitroazul de tetrazolio combinado con 5-bromo-
4-cloro-3'-indolfosfato (NBT-BCIP) y agitando hasta la aparicibn de bandas.

Finalmente, las tiras se enjuagaron en agua destilada y se secaron.

9.15 Determinacion de genotipo ApoE

La determinacién del genotipo de ApoE se realiz6 mediante la técnica de PCR
tiempo real utilizando el protocolo provisto por el fabricante, se usaron sondas
especificas que detectan los polimorfismos Unicos en los codones 112 y 158. El kit
utilizado fue Light Cycler® ApoE Kit C112R R158C que proporciona un sistema para
identificar el genotipo de estas dianas en un extracto de acidos nucleicos
proveniente de las muestras de liquido sinovial y sangre de pacientes y testigos. Un
fragmento de 228 pb del gen ApoE humano fue amplificado con oligonucle6tidos
especificos. Los fragmentos de la PCR se analizaron con la sonda SimpleProbe
para el polimorfismo ApoE C112R y fue detectada en el canal 530, y con las sondas
LightCycler Red 640 para ApoE R158C, que fue detectada en el canal 640. El codon
ApoE 112 exhibié Tm de 55.0°C en el canal 530 para el alelo 112C y Tm de 64.0°C
para la variante 112R. El codén ApoE 158 tuvo una Tm de 63.0°C en el canal 640
para el alelo 158R y una Tm of 53.0°C para la variante 158C. La metodologia se

detalla en el Anexo 8.

Q.B.P. Inés Valeria Chavarria Bencomo pag. 38



CICM-BUAP Tesis

9.16 Analisis estadistico

Se realiz6 analisis de Chi cuadrada para comparar la presencia de micoplasmas en
pacientes y controles, para asociar la presencia de anticuerpos contra micoplasmas
y lipoproteinas en pacientes e individuos sanos y para comparar el hallazgo de

micoplasmas por cultivo y PCR.

10. Resultados

10.1 Muestras y sujetos de estudio

Un total de 53 pacientes de la Ciudad de Puebla, Puebla con enfermedades
reumaticas fueron incluidos en el estudio durante el periodo de febrero a junio de
2018. Todos los individuos cumplieron con los criterios del Colegio Americano de
Reumatologia para su diagndstico y aceptaron formar parte del estudio a través de
la carta de consentimiento informado presentada en el anexo 1. La duracion y
severidad de las enfermedades reumaticas fueron variables. El rango de edad de
los pacientes comprendi6 de los 16 a 72 afios, con un promedio de 47 afios.

Se recibieron en total 58 muestras clinicas pertenecientes a los 53 pacientes, las
cuales estuvieron conformadas por el 89% (n=52) de liquidos sinoviales y 11% (n=6)
de muestras de sangre total con EDTA. Un paciente tuvo ambas muestras de sangre
y liquido sinovial.

Los padecimientos estuvieron conformados por artritis reumatoide, osteoartritis,
espondilitis anquilosante, artritis reactiva, eritema nodoso, gota y LES. La cantidad
de muestras recibidas para cada uno de los padecimientos se detalla en la Figura
4, siendo las mas prevalentes artritis reumatoide (47%) seguida por osteoartritis
(19%), las demas enfermedades se encontraron en un porcentaje menor, 6
muestras presentaron conjuntamente dos enfermedades: 2 pacientes gota y artritis
reumatoide, 3 pacientes artritis reumatoide y LES y 1 con artritis reumatoide y

osteoartritis.
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Porcentaje de muestras por enfermedad

19% ~
1 Artritis reumatoide m Osteoartritis
m Artritis reactiva m Espodilitis anquilosante
Eritema nodoso 1 Gota
LES Artritis reumatoide y gota

Artritis reumatoide y LES Artritis reumatoide y Osteoartritis

Figura 4. Grafica del porcentaje de muestras recibidas para cada una de las enfermedades reumaticas.
(n=58).

Asimismo, como grupo control se incluyeron a personas clinicamente sanas. Se
recibieron 27 muestras de sangre total con EDTA, correspondientes a 27 individuos;
los cuales, cumplieron con los criterios de inclusién y aceptaron de forma voluntaria
participar en este trabajo. El rango de edad fue de 21 a 34 afios, con un promedio
de 22.

10.2 Deteccion de micoplasmas por cultivo microbioldgico

Un total de 54 muestras clinicas de pacientes se cultivaron en caldo y agar Eaton;
4 muestras fueron descartadas para siembra debido a que tenian volumen
insuficiente para realizar el indculo. En el caso de los individuos sanos se cultivaron
27 muestras para la deteccién de micoplasmas.

Dentro del grupo de pacientes, 4 muestras de las 54 sembradas, se consideraron
con un resultado positivo debido al cambio del indicador de rojo a amarillo: 3 liquidos
sinoviales y 1 sangre total. Adicionalmente, 2 de ellas fueron confirmadas por la
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formacion de colonias puntiformes, con bordes redondeados y algunas de ellas con
la forma caracteristica de huevo frito en agar Eaton (Figura 5). Las muestras
positivas por vire del indicador y por crecimiento de microcolonias pertenecieron a
pacientes con artritis reumatoide, mientras que las muestras positivas por cambio
de coloracion fueron de pacientes con artritis reumatoide y LES. Por el contrario,
ningdn cultivo de individuos sanos mostro vire del indicador ni formacion de
microcolonias en el agar (Tabla 3).

Todos los cultivos (incluyendo positivos y negativos) fueron resguardados a -20°C,
con el propésito de someterlos a extraccion de ADN para verificacion de la

presencia/ausencia de micoplasmas.

Figura 5. Muestras positivas en caldo y agar Eaton.
A) Izquierda: caldo Eaton sin vire del indicador; derecha: caldo Eaton positivo. B) Presencia de microcolonias
con caracteristicas fenotipicas de Mycoplasma en dos muestras de cultivo. Se observaron colonias puntiformes,

con bordes redondeados y en algunas de ellas, la forma de huevo frito (sefialado con flecha).
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Tabla 3. NUmero de muestras positivas por cultivo para ambos grupos en

relacion al nUmero de muestras cultivadas.

Controles 0/27

Pacientes 4/54

10.3 Busqueda de bacterias aerobias facultativas

A partir de 54 muestras clinicas de pacientes y 27 de individuos sanos, se realizé la
siembra en agar BHI para la busqueda e identificacion bioquimica de otras especies
microbianas capaces de desarrollarse en el medio de cultivo, preferentemente
bacterias aerobias facultativas, las cuales tienen la habilidad de infectar sinovia y
sangre, y desencadenar un proceso inflamatorio, tal es el caso de Proteus spp,
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, entre otros. Ninguna de las
muestras cultivadas fue positiva a otro microorganismo diferente de Mycoplasma

después de la incubacion a 37°C por 48 horas (Figura 6).

Figura 6. Cultivo en agar BHI para blisqueda de bacterias aerobias facultativas de interés.

A) Placa recién inoculada; B) Placa a las 48 horas de incubacion.

10.4 Determinacion del género Mycoplasma por la técnica de PCR
Los oligonucleotidos especificos para el género Mycoplasma que amplifican un
fragmento del gen 16S ribosomal tras la extraccién de ADN, fueron utilizados para

la deteccion de micoplasmas en 58 muestras del grupo de pacientes, las cuales
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estuvieron conformadas por 40 liquidos sinoviales y sus cultivos, 4 muestras de
sangre y sus cultivos, 8 cultivos de liquido, 2 cultivos de sangre y 4 liquidos
sinoviales. Ademds, se buscé a micoplasmas en 27 muestras del grupo de
individuos sanos, las cuales estuvieron constituidas por sangre y su respectivo
cultivo.

Dentro del grupo de pacientes, la secuencia especifica para Mycoplasma spp. fue
amplificada en 1 liquido sinovial, 2 cultivos de liquido sinovial, 1 cultivo de sangre,
en 15 liquidos sinoviales y cultivos y en 1 sangre y cultivo; dando un total de 20
(34%) muestras individuales positivas, las cuales pertenecieron a 17 pacientes. En
el grupo control, 3 (11%) muestras fueron positivas, correspondientes a 3 individuos
(Tabla 4). Se eligi6 una muestra de los individuos sanos para ser secuenciada, la
cual dio como resultado que se trataba de Mycoplasma (Anexo 9). En la Figura 7 se

observa el corrimiento electroforético de algunas muestras positivas.

Tabla 4. NOomero de muestras positivas de pacientes de acuerdo al tipo de

muestra.

Pacientes

Liguido sinovial 4 1
Cultivo de liquido sinovial 8 2
Cultivo de sangre 2 1
Liquido sinovial + cultivo 40 15
Sangre + cultivo 4 1
Total 58 20

Individuos clinicamente sanos
Sangre + cultivo 27 3

Q.B.P. Inés Valeria Chavarria Bencomo pag. 43



CICM-BUAP Tesis

500 pb

400 pb

301 pb s—)
300 pb

200 pb

100 pb

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa para visualizacion de productos de PCR para Mycoplasma

spp.
Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: control negativo, carril 3: control positivo (fragmento de 301 pb),
carriles 5, 9, 11 y 14: muestras positivas; carriles 4, 6, 7, 8, 10, 12 y 13: muestras negativas a Mycoplasma spp.

10.5 Comparacién entre método de cultivo y deteccion por PCR para
busqueda de micoplasmas

Al realizar la comparacion de las dos metodologias utilizadas para la determinacion
de micoplasmas en las muestras clinicas (Tabla 5), se observo que la técnica de
PCR dio un nimero mayor de resultados, su empleo, combinado con cultivo, produjo
una mayor sensibilidad para la deteccién de los microorganismos. Esto fue debido
a que varios cultivos sin vire de indicador fueron positivos a Mycoplasma por PCR,
posiblemente resultado del desarrollo de bajas cantidades de micoplasmas,
insuficientes para producir cambio de color del indicador, pero capaces de
detectarse por PCR. Las 4 muestras positivas por cultivo dieron resultados positivos
por PCR.

Tabla 5. Identificacién de micoplasmas en muestras de paciente e individuos

sanos por cultivo y PCR.

Muestras positivas por
_ 0/27 4/54
cultivo

Muestras positivas por
PCR

3/27 20/58
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10.6 Identificacion para especies de micoplasmas por PCR

Iniciadores especificos fueron usados para definir las especies presentes en las 20
muestras individuales de pacientes positivas para género. En la Figura 8 se detallan
las especies encontradas, asi como el nimero de muestras en las que se
identificaron; M. fermentans fue la especie mas frecuentemente encontrada sola
(n=6; 30%) o en conjunto con M. hominis (n=1; 5%) y M. pirum (n=1; 5%); seguida
por M. pneumoniae (n=3; 15%) y M. hominis (n=1; 5%). M. salivarium no se encontré
en ninguna de las muestras. Un dato importante fue que en 5 de las muestras
clinicas (25%), se identificO a mas de una especie de micoplasmas, siendo hasta el
momento uno de los primeros reportes de infeccion mixta. En general, 15 muestras
fueron provenientes de liquido sinovial y 1 de sangre. En 4 muestras no fue posible
determinar la especie, 3 de las cuales provenian de liquido sinovial y 1 de sangre.
En el caso de los individuos sanos, no se identificé a ninguna de las especies
analizadas. Las Figuras 9-12 muestran los productos de amplificacion para las

especies M. fermentans, M. penetrans, M. pneumoniae y M. hominis.

Especies identificadas

MN+MG+MPI

MF+MPI
MN+MH
MF+MH
MP+MPI
MO

|

MN

1

Figura 8. Grafica del niumero de muestras positivas para cada especie de Mycoplasma.
M. salivarium no fue identificado y en 4 muestras no se identific especie, (n=20). MF: M. fermentans, MP: M.
penetrans, MN: M. pneumoniae, MH: M. hominis, MG: M. genitalium, MPI: M. pirum, MO: M. orale.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa para Mycoplasma fermentans.
Carriles 1y 15: marcador de peso molecular; carriles 2-8, 11-14, 17 y 19: muestras negativas; carriles 9, 10, 16,

18 y 20: muestras positivas; carriles 21 y 22: control positivo (fragmento de 206 pb), carril 23: control negativo.

9 10 11 12 13 14

500 pl
407 prb
300 pb
200 pb
100 pb

15 16 17 18 19 20 21 22 23

500. b
407 pbwﬁ;
300 pb
200 pb
100 pb

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa para Mycoplasma penetrans.

Carriles 1y 15: marcador de peso molecular; carriles 2-11, 13, 14 y 16-20: muestras negativas; carril 12 muestra

positiva; carriles 21 y 22: control positivo (fragmento de 407 pb), carril 23: control negativo.

6 7 8 9 10 11 12 13 14

15 16 17 18 19 20 21 22 23

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa para Mycoplasma pneumoniae.
Carriles 1 y 15: marcador de peso molecular, carriles 2-16: muestras negativas, carril 17: muestra positiva,

carriles: 20 y 21 control positivo (fragmento de 144 pb), carril 23: control negativo.
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa para Mycoplasma hominis.
Carriles 1 y 15: marcador de peso molecular; carriles 2-14 y 16-20: muestras negativas; carril 21 muestra
positiva; carril 22 y 23: control positivo (fragmento de 334 pb), carril 24: control negativo.

10.7 Distribucién de micoplasmas en enfermedades reumaticas

Las muestras pertenecientes a pacientes con artritis reumatoide presentaron un
mayor porcentaje de prevalencia de micoplasmas (55%) en comparacion con otras
artritis no reactivas como espondilitis anquilosante (10%) y artritis reactiva (10%);
asimismo, dos de las muestras positivas de artritis reumatoide también estaban
asociadas a LES (rhupus). En el caso de gota y eritema nodoso, la presencia de
micoplasmas fue nula. Un dato interesante fue la presencia de micoplasmas en 5
(25%) de las muestras de osteoartritis (Tabla 6).

Las especies mas frecuentes entre los padecimientos reumaticos fueron M.
fermentans con 8 aislamientos (6 solo y 2 junto con otras especies) y M. pneumoniae
con 5 aislamientos (3 solo y 2 acompafado de otras especies). Artritis reumatoide
tuvo la cantidad mas alta de especies aisladas (6 especies distintas) como se
observa en la Tabla 6, y present6 el mayor nimero de aislamientos con mas de una
especie de Mycoplasma en una misma muestra (4 muestras). Los aislamientos para
los padecimientos reumaticos se detallan en la Figura 13.

La presencia de micoplasmas en un alto porcentaje de pacientes apoya la teoria del

papel que juegan en las enfermedades reumaticas.
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Tabla 6. Frecuencia de aislamiento de micoplasmas en muestras clinicas de

pacientes con enfermedades reumaticas.

M. penetrans, M. pneumoniae, M.

Artritis reumatoide 11 (55%) pirum, M. orale, M. hominis, M.
fermentans y Mycoplasma spp.

Osteoartritis 5 (25%) M. fermentans y Mycoplasma spp.
Artritis reactiva 2 (10%) M. pneumoniae y M. hominis
Espondilitis .
2 (10%) M. fermentans y M. hominis

anquilosante

ESPECIES POR PADECIMIENTO

SPP | MF B MN MH MO
MFE+MPI B MF+MH MN+MH H MP+MP| B MN+MG+MPI

g : [ N
ARTRITIS OSTEOARTRITIS ARTRITISREACTIVA ESPONDILITIS
REUMATOIDE ANQUILOSANTE

Figura 13. Especies identificadas por enfermedad reumética.
(n=20). MF: M. fermentans, MP: M. penetrans, MN: M. pneumoniae, MH: M. hominis, MG: M. genitalium, MPI:
M. pirum, MO: M. orale.
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10.8 Deteccion de anticuerpos contra micoplasmas en muestras de pacientes
y testigos por inhibicion metabdlica.

Un total de 26 muestras tuvieron un resultado positivo para anticuerpos de inhibicion
metabdlica (IM) contra 3 especies de micoplasmas. Los anticuerpos IM contra M.
fermentans fueron encontrados en 86% (n=26) de pacientes con enfermedades
reumaticas y en 30% (n=3) de individuos sanos. Anticuerpos contra M. pirum y M.
penetrans se encontraron en el 10% (n=3) y 3% (n=1) de las muestras mientras que
en individuos sanos no se observaron anticuerpos contra estas dos especies (Tabla
7). El analisis estadistico revelo diferencias significativas entre el grupo de pacientes
y el de individuos sanos. Las muestras donde se detectaron anticuerpos IM contra
M. pirum y M. penetrans coincidieron en su totalidad con muestras que también
presentaron anticuerpos contra M. fermentans, por lo que se sugiere la existencia
de reactividad cruzada entre los anticuerpos generados contra diferentes especies
de micoplasmas. La figura 14 muestra placas montadas para la deteccion de

anticuerpos IM contra M. fermentans, M. pirum y M. penetrans.

Tabla 7. Anticuerpos de inhibicibn metabdlica contra M. fermentans, M.

penetrans y M. pirum en muestras clinicas.

Pacientes
(n=30) 26 4 3 25 1 27 10/26
Individuos
sanos (n=10) 3 7 0 10 0 10 1/3
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Figura 14. Placas para determinacion de anticuerpo IM contra M. fermentans, M. pirum y M. penetrans.
En la primera columna se observa el control de crecimiento, seguido del control negativo donde no hubo
inhibicion del desarrollo, control positivo con la inhibicion del metabolismo, sin vire del indicador, seguido de las
muestras. Se observa el control del diluyente y controles de muestras sin vire del indicador.

Por otro lado, dentro del grupo de muestras de pacientes positivas a anticuerpos IM,
10 de las muestras fueron previamente identificadas como positivas a micoplasmas
por PCR. M. fermentans como especie Unica se detecté en 4 muestras, M. hominis
en 1, M. pneumoniae en 1, Mycoplasma spp en 1 y en conjunto de dos a mas
especies: M. fermentans y M. hominis en 1 muestra, M. pneumoniae y M. hominis
en 1y M. fermentans y M. pirum en 1 muestra (Tabla 10).

Los porcentajes de muestras positivas a anticuerpos IM de acuerdo al tipo de
enfermedad fueron los siguientes: con la mayor prevalencia se encontro a la artritis
reumatoide con 61% (n=16) de las muestras analizadas, seguido de osteoartritis
con 15% (n=4) y posteriormente las enfermedades no reumatoides como artritis
reactiva con 8% (n=2), espondilitis anquilosante con 8% (n=2), gota con 4% (n=1) y
LES con 4% (n=1) (Figura 15).

Los titulos de anticuerpos fueron bajos (menores de 1:16) en la mayoria de los
pacientes y controles, Unicamente una muestra tuvo un titulo de 1:128, en la cual,
se identifico por PCR del liquido sinovial a M. fermentans.
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Lo anterior implica, que un alto porcentaje de los padecimientos reumaticos estan
asociados con la identificacion de anticuerpos que reaccionan contra micoplasmas
aun cuando el microorganismo no sea detectado, asumiendo su presencia en algun

momento.

INHIBICION METABOLICA POR PADECIMIENTO

Espondilitis Gota I;llij
anquilosante 4% 4
8%

Artritis reactiva

3%
Artritis
Osteoartritis reumatoide
15% 61%

Figura 15. Porcentaje de anticuerpos de inhibicién metabdlica por padecimiento.

Muestras positivas n=26.

10.9 Determinacién de anticuerpos anti-LAMP por Western-blot.

Los liquidos sinoviales y sangre de pacientes y de individuos sanos fueron
analizados para determinar su reactividad a las proteinas de membrana asociadas
a lipidos (LAMP) de M. fermentans, mediante la técnica de Western blot. La Figura

16 muestra algunas reacciones representativas del Western blot.
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Figura 16. Western blot para deteccién de anticuerpos especificos contra LAMPs de M. fermentans.
Gel al 12% con tincion de Coomassie: carril 1, marcador de peso molecular; carril 3, lipoproteinas extraidas por
Triton X114; carril 4-7, muestras representativas positivas; carril 8, muestra negativa; carril 9, control positivo.
Las flechas representan la ubicacion de las bandas reactivas.

Los anticuerpos IgG contra LAMP de M. fermentans fueron detectados en 68%
(n=28) muestras clinicas de pacientes con diversas enfermedades reumaticas y en
18%(n=5) individuos sanos (Tabla 7). Hubo diferencias significativas (P<0.01) entre
el grupo de pacientes y de individuos sanos, siendo mayor el nimero de muestras
con anticuerpos IgG en pacientes en comparaciéon con los individuos sanos,
sugiriendo que existe una asociacion entre la presencia de anticuerpos contra
micoplasmas en los padecimientos reumaticos. Los anticuerpos IgM se detectaron
en dos muestras de pacientes y en ninguna de individuos sanos.

Un dato importante fue que 13 muestras de pacientes, las cuales previamente
fueron identificadas como positivas para micoplasmas por PCR y cultivo, tuvieron
anticuerpos IgG capaces de reconocer LAMP de M. fermentans. Los anticuerpos
contra la LAMP p29 se encontraron tanto en pacientes como en individuos sanos, y
los anticuerpos contra las LAMP p48, p61 y p70 se observaron Unicamente en
pacientes (Tabla 8). Quince muestras previamente negativas a Mycoplasma,

presentaron reaccion por anticuerpos IgG o IgM contra LAMP de M. fermentans. La
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cantidad de la LAMPs identificadas por los anticuerpos en las muestras del grupo

de pacientes fue mayor (n=4) en comparacion con el grupo de individuos sanos

donde se identific6 1 LAMP.

Tabla 8. Anticuerpos anti-LAMP de M. fermentans en muestras de pacientes

con enfermedades reuméticas y testigos.

Individuos sanos (n=27)

p29

2/5

Pacientes (n=41)

28

p29, p48, p61, p70

13/28

De 28 muestras positivas para anticuerpos anti-LAMP, el 64% (n=18) pertenecio a

muestras de pacientes con artritis reumatoide, seguidas de las muestras de

osteoartritis con un 18% (n=5), espondilitis anquilosante con 11% (n=3), artritis

reactiva y LES con el 3% (n=1) mientras que gota no present6 anticuerpos (Figura

17).
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Anti-LAMP por padecimiento

W Artritis reumatoide

I Osteoartritis

W Artritis reactiva
Espondilitis anquilosante

HLES

Figura 17. Porcentaje de anticuerpos Anti-LAMP de M. fermentans detectados por enfermedad.

Muestras positivas n=28.

Por otra parte, las muestras de artritis reumatoide también tuvieron la capacidad de
reconocer un repertorio mas amplio de LAMP (n=4), en comparacion con
osteoartritis donde se reconocieron 3 LAMP, y de otras enfermedades no
reumatoides como artritis reactiva donde se identificaron 2, espondilitis anquilosante
(n=1) y gota (n=1). LAMP p29 fue reconocida por todas las muestras de los
diferentes padecimientos, mientras que la LAMP p48 se encontré solo en artritis
reumatoide (Tabla 9). Es importante destacar que 8 muestras con anticuerpos anti-
LAMP positivos, fueron identificadas previamente con M. fermentans por PCR, otras
especies de micoplasmas también se encontraron y se detallan en las Tablas 9 y
11, lo que implica que existen anticuerpos anti-LAMP de M. fermentans que

presentan reaccién cruzada con componentes de otros micoplasmas.
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Tabla 9. Asociacion de padecimiento con LAMP de M. fermentans detectadas

y especies de micoplasmas.

N _ Mycoplasma spp, M. pneumoniae, M.
Artritis reumatoide p29, p61, p48, p70 ]
fermentans, M. pirum
Osteoartritis p29, p61, p70 Mycoplasma spp, M. fermentans
Artritis reactiva p29, p61 M. hominis
Espondilitis anquilosante p29 M. fermentans, M. hominis
LES p29 -
Gota p29 -

10.10. Genotipos de ApoE en pacientes reumaticos e individuos sanos y su
asociacion con la presencia de micoplasmas y anticuerpos contra
micoplasmas.

Se hizo la determinacion del genotipo de ApoE a 50 muestras de pacientes y a 27
muestras de individuos sanos. En el caso de pacientes, se encontré que 39 (78%)
muestras fueron genotipo E3/E3; 9 (18%) E3/E4; 1 (2%) E4/E4;y 1 (2%) E3/E2. En
el caso de los individuos sanos, el genotipo E3/E3 se identificO en 24 muestras
(89%), E3/E4 en 2 (7%) y E2/E2 en 1 (4%) (Figura 18). Con base en las cantidades
de cada genotipo se pudo observar que el genotipo E3/E3, el cual mantiene niveles
séricos normales de colesterol, fue similar entre pacientes e individuos sanos, los
genotipos E3/E4 y E4/E4 tuvieron mayor numero en el grupo de pacientes en
comparacion con el grupo de individuos sanos, dichos genotipos suelen predisponer

a niveles de colesterol elevado.
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7%
4%

w

89%

= E3/E3 = E2/E2 = E3/E4

Figura 18. Distribucion de genotipos de ApoE entre pacientes e individuos sanos.

Pacientes n=50 e individuos sanos n=27.

Por otro lado, para determinar la asociacion entre el papel de ApoE en las
enfermedades reumaticas y el establecimiento de micoplasmas se dividieron a
pacientes e individuos sanos en dos subgrupos: aquellos con presencia de
micoplasmas y/o anticuerpos y aquellos sin micoplasmas y/o anticuerpos.

Al comparar los genotipos identificados entre los subgrupos, se detectdé que los
genotipos E3/E4 y E4/E4 tuvieron un porcentaje mayor (88% y 100%
respectivamente) de micoplasmas o anticuerpos contra ellos. De los 12 genotipos
con E4, 10 estuvieron vinculados a padecimientos reumaticos (Tabla 10).
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Tabla 10. Frecuencia de genotipos de ApoE en muestras de pacientes e

individuos sanos con presenciay ausencia de micoplasmas y anticuerpos.

29 (n=39) 10 (n=39) 7 (n=24) 17 (n=24)
E3/E4 8 (n=9) 1 (n=9) 1 (n=2) 1 (n=2)
E4/E4 1 (n=1) 0 (n=1) - :
E3/E2 0 (n=1) 1(n=1) - -
E2/E2 - - 0 (n=1) 1(n=1)

Tabla 11. Relacién de muestras positivas a Mycoplasma por cultivo y/o PCR,

anticuerpos de inhibicién metabdlica contra M. fermentans, M. penetrans y M.

pirum y anticuerpos IgG e IgM contra M. fermentans.

Artritis ND ND ND ND ND ND
reumatoide
Artntls_ M. penetrans y ND ND ND ND ND ND
reumatoide M. pirum
Artritis + + E4/E4
reumatoide
Artritis
reumatoide * E3/E3
Artntls_ . + E3/E3
reumatoide
Artntls_ + + E3/E3
reumatoide
Osteoartritis Mycggfsma ND ND ND ND ND ND
Osteoartritis M. fermentans + + + + E3/E3
Artntls_ . + E3/E4
reumatoide
Artritis reactivo ND ND ND ND
Artritis M. orale ND ND ND E3/E3
reumatoide
Artritis ND ND ND + E3/E3
reumatoide
Gota - ND ND ND ND ND ND
Artritis Mycoplasma ND ND ND ND ND E3/E3
reumatoide spp-
Osteoartritis - ND ND ND + E3/E3
Artritis ND ND ND + E3/E4
reumatoide/ gota
Artritis ND ND ND + E3/E3
reumatoide
Artrms_ Mycoplasma ND ND ND + E3/E3
reumatoide spp.-
Artritis ND ND ND ND ND E3/E3
reumatoide
Osteoartritis M. fermentans + + + E3/E3
Espondilitis ND ND ND ND ND ND
anguilosante
Artritis reactiva M. hominis + + E3/E3
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Artritis - - ND ND ND ND ND ND
reumatoide
Artritis
reumatoide/ LES - - + ND ND - - E3/E3
(rhupus)
LES - - + ND ND + - E3/E3
Espondiltis - M. fermentans ND ND ND + - E3/E3
anquilosante
Artritis - - ND ND ND ND ND ND
reumatoide
Osteoartritis - M. fermentans + - - + - E3/E3
Artntls_ } ) + ) ) ) ) E3/E3
reumatoide
Artritis
reumatoide/ gota ] ] * ] ) * ] E3/E4
Equndlhtls } M. fermenFa_ns y 4 } ) + ) E3/E3
anquilosante M. hominis
Equndllltls } } 4 } ) + ) E3/E3
anquilosante
Osteoartritis - - - - - - - E3/E3
Osteoartritis ND - ND ND ND ND ND E3/E3
Artritis
reumatoide/ - - ND ND ND ND ND E3/E3
osteoartritis
Artritis
reumatoide ND - ND ND ND ND ND E3/E3
Eritema nodoso ND - ND ND ND ND ND E2/E3
Espondilitis
anquilosante ) ] ] ] ) ) ) E3/E3
LES - - - - - - - E3/E3
Atrtritis reactiva - M. pneumoniae + - - - - E3/E3
Artritis M. pneumoniae
reumatoide ) y M. hominis * ) ) ) ) E3/E3
Artritis
reumatoide ) ] * ] ) ) ) E3/E3
Gota - - + - - - + E3/E3
Artritis .
reumatoide - M. pneumoniae ND ND ND + - E3/E3
Artritis
reumatoide ) ] * ] ) * ) E3/E4
Artritis .
reumatoide - M. pneumoniae ND ND ND + - E3/E4
Artritis
reumatoide ) ] * ] ) * ) E3/E3
Artritis M. pneumoniae,
. ND M. genitaliumy ND ND ND ND ND E3/E3
reumatoide .
M. pirum
Artritis
reumatoide/ LES + M. fermentans + - - + - E3/E4
(rhupus)
Artrms_ : M. fermgntans y . } + + } E3/E3
reumatoide M. pirum
Artrms_ : } . } ) + } E3/E3
reumatoide
Artritis
reumatoide/ LES + M. fermentans ND ND ND + - E3/E4
(rhupus)
Artritis - - ND ND ND ND ND E3/E3
reumatoide
Osteoartritis - Mycgsl;sma + - + + - E3/E4
Artritis reactiva - - ND ND ND ND ND E3/E3
Osteoartritis - - ND ND ND ND ND E3/E3
Osteoartritis - - - - - - - E3/E4
Artntls_ : } . } ) + ) E3/E3
reumatoide

ND: No determinado
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11. Discusion

En padecimientos reumaticos autoinmunes como la artritis reumatoide y espondilitis
anquilosante y otros, existe un riesgo genético que predispone a los individuos a
padecer dicha enfermedad, pero se ha visto que existen otros factores ambientales
implicados en el desarrollo, tal es el caso de infecciones por bacterias y virus. Desde
tiempo atras, se ha sospechado el papel de los micoplasmas en el desarrollo y/o
exacerbacion de enfermedades reuméaticas. Los micoplasmas se han considerado
como agentes putativos del desarrollo de artritis reumatoide en humanos, ya que
muchas especies de Mycoplasma tienen la capacidad de inducir enfermedades muy
similares en animales, se ha visto que una vez inoculados en diferentes sitios
anatomicos de animales de laboratorio, como en traquea, tienen la capacidad de
migrar hasta sinovia y producir un proceso inflamatorio artritico (Rivera et al., 2002).
Otros estudios al respecto han sido realizados desde la década de 1970, en los
cuales, empleando diferentes técnicas clasicas, como cultivo y serologia, y técnicas
moleculares como PCR se ha buscado al microorganismo en muestras de pacientes
con enfermedades reumaticas (Gilroy, Keat, & Taylor-Robinson, 2001; Johnson et
al., 2000; Mardh, Nilsson, & Bjelle, 1973; Watanabe et al., 1998). Hasta el momento
los resultados son inconclusos, debido a la dificultad que representa hacer una
asociacion causal, ya que se requiere la presencia del microorganismo y la
respuesta inmune montada en su contra; resultando complicado, debido a que los
micoplasmas son microorganismos fastidiosos y requieren de condiciones
nutricionales especiales para su crecimiento.

Debido a las dificultades para determinar con certeza si los micoplasmas estan
implicados en la etiologia de enfermedades reuméticas, este trabajo pretendio
demostrar la presencia de Mycoplasma y de anticuerpos contra el microorganismo
y contra componentes especificos como LAMP mediante diferentes técnicas, en
liguido sinovial y sangre de pacientes con padecimientos reumaticos, y de esta
manera tener una vision mas completa de su papel en las enfermedades reumaticas
al correlacionar los hallazgos.

En los resultados obtenidos en este trabajo, se observé el desarrollo de

micoplasmas en el cultivo de 4/54 muestras clinicas de liquido sinovial y sangre,
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que representa el 7.40% del total de las muestras cultivadas. Estas muestras
estuvieron clasificadas dentro de artritis reumatoide. El vire del indicador y la
formacion de colonias implica que el microorganismo era viable para su
reproduccion.

Como se menciond, el aislamiento de estos microorganismos en liquidos biologicos
suele ser dificil dadas las caracteristicas nutricionales que presentan; ademas, estos
tipos de muestras, sobre todo el liquido sinovial proviene de padecimientos artriticos
donde la respuesta inflamatoria estd exacerbada, y suelen tener inhibidores del
crecimiento, como anticuerpos, complemento y enzimas, que forman parte de las
defensas del hospedero. Por otra parte, los micoplasmas generalmente estan en
bajas cantidades y algunas especies como M. fermentans, M. penetrans y M.
pneumoniae suelen ser intracelulares, lo que dificulta su desarrollo en los medios
de cultivo aun cuando son enriguecidos con los nutrimentos requeridos.

Estas consideraciones pueden explicar la baja frecuencia de aislamientos que se
obtuvieron en los cultivos; aun asi, resulta un hallazgo interesante, debido a que no
existen muchos reportes sobre la identificacion de micoplasmas por cultivo en
liquido sinovial y sangre. Un estudio respecto al aislamiento en liquido sinovial, fue
realizado por Mardh y colaboradores, en el que cultivaron 129 liquidos sinoviales de
pacientes con artritis reumatoide, artritis juvenil, gota, artritis psoridsica, sindrome
de Reiter y osteoartritis, encontrando 6 muestras positivas (4.65%), la mitad de ellas
en artritis reumatoide. Sus resultados fueron similares al porcentaje de aislamientos
reportado en este trabajo aunque el 100% de los aislados pertenecio a pacientes
con artritis reumatoide (Mardh et al., 1973). Por otro lado, uno de los reportes de
aislamientos en sangre fue realizado por Gil y colaboradores, encontraron una
frecuencia de 13/87 positivos (Gil et al., 2009). Estos resultados representan un
porcentaje mas alto (14.94%), posiblemente debido a la diferencia del tipo de
muestra, dado que la mayoria de las muestras analizadas en este trabajo fueron
liquidos sinoviales.

El aislamiento de micoplasmas por cultivo en muestras de sangre y liquido sinovial

de personas con padecimientos reumaticos que no han sufrido traumatismo,
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permite confirmar la presencia de la bacteria viable y relacionarla con la capacidad
de producir bacteremia y alcanzar tejido sinovial.

Por otro lado, la técnica de PCR permite detectar a los microorganismos sin la
necesidad de que conserven la capacidad de replicarse o permanecer viables, por
esta razon se decidio utilizarla para identificar el material genético de la bacteria. Se
emplearon iniciadores especificos para género y especie; los cuales, ya han sido
previamente evaluados y reportados. A partir de extractos enriquecidos con ADN
provenientes de muestras clinicas y cultivos, se logré la identificacion de
micoplasmas en el 34.4% de las muestras de enfermedades reumaticas contra el
11.11% de las muestras de individuos sanos. En el caso de las especies
encontradas, la principal fue M. fermentans, seguida por M. pneumoniae, M. hominis
y M. pirum. Dentro de las artritis, la artritis reumatoide obtuvo un porcentaje mayor
(55%) de muestras positivas en comparacion con espondilitis anquilosante, artritis
reactiva y gota. En osteoartritis se identificaron en el 25% de las muestras.

Los resultados obtenidos concuerdan con algunos trabajos reportados como los de
Gil y colaboradores donde identificaron por PCR a M. fermentans en 20/87 (23%)
de las muestras sanguineas de artritis reumatoide. Gilroy y colaboradores, a partir
de muestras de material de articulaciones, identificaron a M. fermentans en el 17%
de pacientes con artritis reumatoide y el 21% de individuos con artritis
seronegativas, lo cual también coincide con este estudio, a pesar de no ser
detectado en osteoartritis. Por el contrario, en otros estudios, como el realizado por
el grupo de Watanabe, identificaron a micoplasmas a partir de muestras de fluido
sinovial proveniente de pacientes con problemas en las articulaciones
temporomandibulares; a partir de 36 muestras, se identificaron en 5 (14%) a M.
salivarium, en 3 (8%) a M. fermentans y en 19 (53%) a ambos ((Watanabe et al.,
1998). En este caso, el porcentaje de aislamientos positivos fue mayor pero se
identificd a M. fermentans como uno de los principales agentes detectados, también
se identifico a M. salivarium, posiblemente debido a la zona de la toma de muestra
ya que este microorganismo se encuentra presente en la cavidad oral.
Schaeverbeke y colaboradores detectaron micoplasmas Unicamente en dos

muestras de fluido sinovial de enfermedades reumaticas y no hubo correlacién con

Q.B.P. Inés Valeria Chavarria Bencomo pag. 61



CICM-BUAP Tesis

el cultivo realizado (Schaeverbeke et al., 1997). El grupo de Horowitz detecté a M.
fermentans en 6/34 muestras de liquido sinovial de artritis reumatoide y en 1/8 de
artritis no diferenciado. (Horowitz, Evinson, Borer, & Horowitz, 2000). Por el contrario
a estos bajos porcentajes, Johnson y colaboradores reportaron en el 88% de
muestras de fluido sinovial de artritis reumatoide a M. fermentans, asi como en el
88% de artritis no reumatoide (Johnson et al., 2000). En general, a pesar de la
diferencia de porcentajes de positividad, es posible observar la presencia de
micoplasmas entre las muestras de enfermedades reumaticas. Un dato interesante
resulta el hecho que en osteoartritis existe variacion respecto al hallazgo de
micoplasmas, explicado en parte porque en estos pacientes las barreras que
funcionan como defensa pierden la continuidad ocasionando que sean susceptibles
a la infeccion (Xia et al., 2014).

Cabe destacar que la identificacion molecular de micoplasmas fue mayor en
comparacién con la obtenida a partir de cultivo (7.40%) debido en parte a que la
PCR tiene una sensibilidad mayor, y no es necesario que la bacteria se encuentre
viva para su identificaciéon. Esto demuestra la importancia del uso de técnicas
moleculares para la deteccién de microorganismos dificiles de cultivar como los
micoplasmas. En 4 muestras fue posible la identificacion por PCR a partir de cultivo
mientras que no se encontrd por PCR directa, posiblemente debido al
enriquecimiento en el cultivo de la concentracion de micoplasmas presentes en la
muestra, pero sin lograr las unidades de cambio de color (UCC) suficientes para
inducir el vire del indicador y clasificarlo como positivo. Por tanto, el uso combinado
de ambas metodologias parece incrementar la sensibilidad en la deteccion de
micoplasmas en muestras de origen clinico.

Por otro lado, la deteccién de anticuerpos contra micoplasmas, permite inferir que
estuvo presente en el organismo en algin momento en el tiempo, a pesar de no
encontrarse presente en el momento de la toma de muestra. En este trabajo se
buscaron anticuerpos de inhibiciobn metabdlica contra micoplasmas y anticuerpos
especificos contra las LAMP de M. fermentans por tratarse del microorganismo mas

comunmente identificado en las investigaciones.
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Se encontraron anticuerpos de inhibicion metabdlica en el 86% del grupo de
pacientes y en el 30% del grupo de individuos sanos, siendo estadisticamente
significativa la diferencia entre ambos grupos (P<0.5). Los anticuerpos detectados
fueron principalmente contra M. fermentans, sin embargo, también se identificaron
en el 10% y 3% de las muestras de pacientes anticuerpos contra M. pirum y M.
penetrans, como dato interesante algunas de estas muestras fueron positivas para
otras especies, implicando que algunos de los anticuerpos tienen reaccién cruzada
entre diferentes especies de micoplasmas. En la bibliografia, no existen muchos
reportes de la identificacion de anticuerpos por esta metodologia, en uno de los
pocos trabajos, realizado por Mardh y colaboradores, se encontraron anticuerpos
de inhibicion metabdlica en el 9.2% de los pacientes con artritis reumatoide y en el
4.2% de los individuos sin enfermedades reumaticas, siendo porcentajes bajos en
comparacion con los detectados en nuestro estudio.

La deteccion de anticuerpos IgG contra LAMP de M. fermentans se logré en el
68.2% de las muestras de pacientes con padecimientos reumaticos y en el 18.5%
de los individuos sanos. Mientras que anticuerpos IgM solo se identificaron en el 7%
de los pacientes y no se observaron en individuos sanos. Asimismo, 15 muestras
donde previamente no pudo ser identificado Mycoplasma tuvieron reaccidén por
anticuerpos lgG contra lipoproteinas. Esto sugiere que anteriormente estuvieron en
contacto con el microorganismo, a pesar de no haber sido posible su deteccion en
el presente, apoyando la teoria de que los micoplasmas tienen un papel en las
enfermedades reuméticas, aun cuando no se detecten todo el tiempo en sinovia.
Dentro del repertorio de lipoproteinas detectadas se encontraron los péptidos p29,
p61, p48 y p70. El péptido p29 fue reconocido en pacientes e individuos sanos,
mientras que p48 fue reconocido exclusivamente en la artritis reumatoide. Las
muestras de artritis reumatoide mostraron mayor reactividad a LAMP ya que
reconocieron los cuatro péptidos mencionados arriba, esto se explica por el hecho
de que estos individuos presentan una respuesta inmunoldgica exacerbada, por lo
gue tienen la capacidad de inducir la formacién de un mayor nimero de anticuerpos

contra diferentes componentes del microorganismo.
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En una investigacion reportada por Horowitz y colaboradores, identificaron por
Western-blot, anticuerpos anti-M. fermentans en 47% de fluidos sinoviales de
pacientes con artritis reumatoide y en 7.5% de otras artritis; los péptidos que
produjeron la reaccion antigeno-anticuerpo fueron p107, p48 y p29 (Horowitz et al.,
2000). Mientras que Gil y colaboradores encontraron anticuerpos IgG contra M.
fermentans en el 39.08% de las muestras de sangre de pacientes con artritis
reumatoide y en el 7.46% de los individuos sanos. En este caso, los péptidos que
se detectaron fueron p70 y p48.

En ambas investigaciones se obtuvieron porcentajes mas bajos de anticuerpos en
comparacién con el presente estudio, aunque en los tres trabajos podemos
encontrar diferencias significativas entre los grupos con enfermedades reumaticas
y los grupos de individuos sanos. En relacién a los péptidos que fueron reconocidos
por los anticuerpos podemos notar que algunos de ellos fueron diferentes entre los
tres trabajos, esto pudo deberse al tipo de cepa de M. fermentans que circula entre
la poblacion, debido a que existen ciclos de recambio a lo largo de tiempo.

En un estudio mas reciente, llevado a cabo por Da Rocha y su equipo, se
identificaron anticuerpos contra LAMP de M. fermentans por Western-blot en liquido
sinovial de pacientes con artritis reumatoide e individuos sanos, al igual que en
nuestro estudio, un alto nimero de pacientes (33/35) reconocieron las lipoproteinas
y los individuos sanos fueron reactivos en una alta frecuencia (33/35), la diferencia
entre los grupos radic6 en el numero de péptidos reconocidos, ya que se
identificaron 4 = 2 en los pacientes contra 3 £ 2 en los individuos sanos, habiendo
diferencia estadisticamente significativa. Los péptidos identificados estuvieron en el
rango de 58 a 102 kDa (da Rocha Sobrinho et al., 2011).

Por otro lado, en este trabajo se identificaron anticuerpos contra M. fermentans en
algunas muestras que fueron positivas para otras especies de micoplasmas cuando
se les realiz0 PCR; esto sugiere la existencia de una reaccién cruzada entre
anticuerpos contra LAMP, producida por la similitud entre antigenos de diferentes
especies de Mycoplasma. Este resultado concuerda con el observado para los

anticuerpos de inhibicion metabdlica.
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El reconocimiento de p29 en una gran cantidad de muestras de pacientes y
controles, asi como entre muestras con otras especies diferentes a M. fermentans,
permite inferir que se trata de un péptido con alta capacidad antigénica y podria ser
un candidato para ser usado como prueba de diagnéstico de micoplasmas. Los
péptidos identificados Unicamente en enfermedades reumaticas como p61, p48 y
p70, sugieren la posibilidad de identificar péptidos reconocidos principal o
exclusivamente por anticuerpos presentes en muestras de artritis reumatoide y otras
enfermedades reuméticas.

Otro de los objetivos de este estudio fue la determinacion del genotipo ApoE para
realizar la comparacion de genotipos entre pacientes con enfermedades reumaticas
e individuos sanos e identificar la asociacién entre un genotipo especifico y los
padecimientos reuméticos. Se encontrd6 que los genotipos con ApoE4 se
presentaron en un porcentaje mayor (del 20%) entre los pacientes reumaticos en
comparacioén con los individuos sanos (7%). El genotipo ApoE4 estd asociado con
la elevacion de los niveles séricos de colesterol, lo cual brindaria condiciones mas
aptas para el establecimiento de micoplasmas, los cuales requieren de esta
sustancia para su crecimiento y reproduccion. Al analizar la presencia de
micoplasmas y/o anticuerpos entre las muestras de pacientes e individuos sanos
con genotipoE4, se encontré que el 83% de ellas tenian micoplasmas o anticuerpos
contra micoplasmas, a diferencia del genotipo E3 en el que el 57% de las muestras
fueron positivas a micoplasmas y anticuerpos. Esto respalda la hipétesis que el
genotipo ApoE4 juega un papel importante en la predisposicion a la infeccion y
establecimiento de micoplasmas, los cuales a su vez pueden desencadenar o
exacerbar los padecimientos reumaticos. No existen muchos estudios respecto al
impacto de los genotipos de ApoE en el establecimiento de micoplasmas. En el
trabajo realizado por Zenteno-Diaz, se encontraron resultados similares a nuestro
estudio, 3/4 muestras con genotipo E4 fueron positivas a micoplasmas en pacientes
reumaticos, mientras que 33/59 muestras con genotipo E3 fueron positivas a
micoplasmas, pudiéndose observar una tendencia del genotipo E4 a facilitar la
infeccion por dichos microorganismos (Zenteno-Diaz, 2019). A pesar de lo anterior,

el nimero de muestras con genotipo E4 es bajo para poder realizar una asociacion.
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Por otro lado, otros trabajos han buscado asociar al genotipo ApoE4 con
microorganismos que requieren colesterol para su desarrollo, uno de ellos fue el de
Gerard y colaboradores (2000) donde se encontr6 que el 70% de pacientes
reumaticos con infeccion con Chlamydia pneumoniae presentaban genotipos de
ApoE4. A pesar de tratarse de un microorganismo diferente es posible observar que
ApoE4 parece ser predisponente a infecciones por microorganismos con
requerimiento de lipidos que a su vez desencadenan procesos reumaticos.

Existen diferentes teorias de la forma en que los micoplasmas llevan al
desencadenamiento o exacerbacion de las enfermedades reumaticas. Una de ellas
se basa en el hecho de que estos microorganismos tienen la capacidad de modular
la respuesta inmune a través de la induccién de liberacién de IL-10, mimetismo
molecular y variabilidad antigénica que los esconde de las células inmunes,
produciendo una infeccion crénica con baja cantidad de microorganismos pero con
inflamacion constante que en algin momento favorece el desencadenamiento de la
enfermedad reumatica. Existe otra teoria conocida como “pega y corre” donde se
presenta una infeccién aguda por micoplasmas que logran atravesar las barreras y
llegar hasta el tejido sinovial donde liberan sustancias y enzimas que provocan la
inflamacion de las articulaciones y posteriormente el desencadenamiento de artritis;
en este caso, el sistema inmunoldgico logra eliminar al microorganismo por lo que
no es detectable por cultivo y PCR, pero el cuadro autoinmune permanece.

Por todo lo anterior, el principal aporte de este trabajo fue realizar una correlacion
entre las diferentes metodologias como cultivo, la cual ayuda a la identificacion de
microorganismo vivo; PCR, que permite la identificacion del material genético sin
considerar si la bacteria se encuentra viable, y tiene mayor sensibilidad,;
identificacion de anticuerpos totales o contra lipoproteinas LAMP, que ayuda a inferir
la presencia del microorganismo aunque no sea identificable por las metodologias
anteriores 0 ya no se encuentre presente; e identificacion del genotipo E4 asociado
al incremento de colesterol sérico que podria facilitar la infeccion por micoplasmas;
todo con el propdsito de lograr una asociacion mas evidente entre las enfermedades
reumaticas, la presencia de micoplasmas y el genotipo ApoE4.
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12. Conclusiones

12.1 El aislamiento e identificacion de micoplasmas es mayor en pacientes con
enfermedades reumaticas.

12.2 Este reporte constituye uno de los primeros en lograr el aislamiento de
micoplasmas en liquido sinovial.

12.3 El diagnostico por PCR tiene una mayor sensibilidad que el cultivo para la
deteccion de micoplasmas en muestras de liquido sinovial y sangre total.

12.4 M. fermentans es la especie encontrada con mayor frecuencia en pacientes
con enfermedades reumaticas.

12.5 Se identificaron infecciones mixtas, producidas por micoplasmas en pacientes
con enfermedades reumaticas.

12.6 Se identificd una alta presencia de micoplasmas en pacientes con osteoartritis.
12.7 La presencia de anticuerpos contra M. fermentans y sus lipoproteinas es mayor
en pacientes con enfermedades reumaéticas.

12.8 Se estandarizé la técnica de Western-blot para la identificacion de anticuerpos
contra lipoproteinas.

12.9 La p29 de M. fermentans es la lipoproteina mas reconocida por anticuerpos de
pacientes con enfermedades reumaticas e individuos sanos; y la lipoproteina p48
es reconocida Unicamente por pacientes con artritis reumatoide.

12.10 La proporcién del genotipo ApoE4 es mayor en pacientes con padecimientos
reumaticos.

12.11 El genotipo ApoE4 se encuentra en mayor porcentaje en pacientes e

individuos sanos con presencia de micoplasmas y anticuerpos contra micoplasmas.
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13. Perspectivas

a) Evaluar los valores de colesterol HDL, LDL y VLDL, asi como triglicéridos en
el suero de los pacientes con enfermedades reumaticas, que puedan influir
en la susceptibilidad de estos pacientes a infeccion por micoplasmas.

b) Investigar la producciéon de anticuerpos contra lipoproteinas de otras
especies de micoplasmas clinicamente significativas como M. pneumoniae,
M. penetrans y M. hominis entre pacientes y controles.

c) ldentificar los epitopos contra los que reaccionan los anticuerpos producidos
ante M. fermentans en pacientes con enfermedades reumaticas y en

individuos sanos.
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Anexo 1
Carta de consentimiento informado

Mediante la firma de este documento, doy mi consentimiento para participar en el proyecto
de investigacion “Deteccion de micoplasmas y anticuerpos contra micoplasmas en pacientes
reumaticos”, el cual esta realizando la Dra. Maria Lilia Cedillo Ramirez y su grupo de
investigacion del instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla
(BUAP-ICUAP), en colaboracion con el Dr. David Bafiuelos Ramirez del Servicio de
Reumatologia del Hospital General San José del Instituto Mexicano del Seguro Social de
puebla (IMSS). Este estudio pretende aportar resultados que apoyen la posible participacion
de los micoplasmas y las isoformas de apolipoproteina E en el desarrollo de la artritis
reumatoide y otras enfermedades reumaticas, mismos que serviran para un manejo adecuado
de los pacientes con esta enfermedad.

Entiendo que mi participacion serd permitiendo que los investigadores me tomen una muestra
de sangre o de liquido sinovial, esto no repercute en mi integridad fisica o dafio a la salud, ni
en lo econémico ya que los estudios que se realizaran, seran costeados por la BUAP. Es
también de mi consentimiento que los investigadores pueden ponerse en contacto conmigo
en el futuro para saber de los resultados obtenidos y a fin de obtener mayor informacion
acerca de la enfermedad, para que estos ayuden a entender el posible papel de los
micoplasmas y la apolipoproteina E en los padecimientos reumaticos.

Fui elegido(a) para participar en este estudio porque padezco de artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico, sindrome antifosfolipido o gota y seré parte de un grupo de personas
que asistimos a consulta periodica a esta unidad de reumatologia.

He concedido libremente mi participacion en el estudio. Se me ha informado que es
totalmente voluntaria y que aun después de iniciado el estudio, puedo rehusarme a participar
0 contestar preguntas en el momento que yo decida. Se me ha notificado también que los
resultados obtenidos en el estudio son confidenciales y que mi nombre no sera publicado en
ningun informe y que ademas si rehuso a participar, no me seré afectado de ninguna manera.

También he sido informado que mi participacion es voluntaria y que no recibiré ninguna
compensacion economica, asi mismo, el tratamiento que recibo no se vera alterado y los
resultados de la investigacion me seran proporcionados si los solicito a esta Unidad
Reumatologica o al ICUAP con la Dra. Maria Lilia Cedillo Ramirez al teléfono 2295500 ext
2539.

Fecha:

Nombre y firma del paciente Dra. Maria Lilia Cedillo Ramirez
Centro de Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas
Instituto de Ciencias BUAP
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Anexo 2

Soluciones para el cultivo de micoplasmas

Preparacion de dializado de levadura

1. Disolver 100 gramos de levadura seca para panaderia en 250 ml de agua

destilada.

2. Colocar a 115°C por 5 minutos.

Introducir la levadura dentro de membranas de celofan bien cerradas.

4. Cubrir la membrana con 500 ml de agua destilada y dejar dializando a 4°C

por 48 horas.

5. Repartir el dializado en alicuotas de 50 ml y esterilizar a 121°C por 15

minutos.

Preparacién de caldo y/o agar Eaton con glucosa

Tabla 1. Reactivos para preparar 100 ml de medio de cultivo:

Reactivo

Agua destilada

Medio base PPLO (Difco®)

Dextrosa anhidra

Agar base

Rojo de fenol 0.4%

Suero de caballo

Yema de huevo

Dializado de levadura

Penicilina G

Caldo Eaton

60 ml
21 gr
0.5gr
1 mil
30 ml
10 ml

2000 Ul

Agar Eaton
60 ml
21 gr
0.5gr
29r
30 ml
10 ml
2000 Ul

Caldo EY ‘
60 ml
21 gr
0.5gr

1ml

30 ml

10 mi
2000 Ul

1. Pesar en balanza granataria el medio base PPLO, la dextrosa anhidra y el

agar base.

2. Adicionar el agua destilada y el rojo de fenol y homogenizar el polvo. En el

caso del agar, calentar la mezcla para disolver el agar cuidando de no

guemar la solucién o que hierva excesivamente y se derrame.
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3.

4.
5.

Esterilizar en autoclave a 15 libras de presion, 121°C por 15 minutos. Dejar
enfriar a temperatura ambiente. El agar no debe gelificar.

Pesar la penicilina G en condiciones de esterilidad.

Agregar al medio el dializado de levadura, el suero de caballo y la penicilina
G, homogenizar perfectamente y colocar en la incubadora por 24 horas a
37°C para prueba de esterilidad. Posteriormente almacenar herméticamente
en alicuotas de 50 ml a 4°C.

Anexo 3

Extraccién de ADN por el método de High Pure PCR Template Preparation Kit

1.

Iniciar con 250 ul de muestra bioldgica, y agregar 200 ml de Buffer de Unién
y 50 ml de proteinasa K, mezclar e incubar a 70°C por 10 minutos.
Adicionar 100 pl de isopropanol, mezclar y transferir a la columna de
extraccion que contiene un filtro de alta pureza. Centrifugar a 8,000 x g por 1
minuto y descartar sobrenadante y tubo colector.

Agregar 500 pl de Buffer Removedor de Inhibidores y centrifugar a 8,000 x g
por 1 minuto, descartar sobrenadante y tubo colector.

Adicionar 500 ul de Buffer Removedor de Lavado y centrifugar a 8,000 x g
por 1 minuto, descartar sobrenadante y tubo colector.

Adicionar nuevamente 500 pul de Buffer Removedor de Lavado y centrifugar
a 8,000 x g por 1 minuto, descartar sobrenadante y tubo colector.
Centrifugar a 13,000 x g 1 minuto para eliminar exceso de buffer.

Cambiar la columna a un tubo Eppendorf nuevo estéril y colocar 200 pul de
buffer de Elucion previamente calentado a 70°C. Esperar un minuto sin mover
la columna y centrifugar a 8,000 rpm por 1 minuto para obtener el material
genético disuelto.

Guardar el ADN obtenido a -20°C hasta su utilizacion.
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Anexo 4

Tabla 2. Secuencias de iniciadores y temperatura de alineamiento

Especie Primer Tamafio Origen Referencia
AR1
Mycoplasma 5 ATGRGGRTGCGGCGTATTAGS3’ Shidu et al,
301 bp Gen 16S rRNA | 60°C
spp. AR2 1995
5" CKGCTGGCACATAGTTAGCCRT3’
RWO004
5" GGACTATTGTCTAAACAATTTCCC3’ Wang et al
M. fermentans 206 bp Elemento IS 55°C
RWO005 1992
5'GGTTATTCGATTTCTAAATCGCCT3’
MP5-1
) 5'GAAGCTTATGGTACAGGTTGG3 Inamine et al
M. pneumoniae 144 bp Gen ATPasa 55°C
MP5-2 1988
5’ATTACCATCCTTGTTGTAAGG3’
MYCPENETP
5’CATGCAAGTCGGACGAAGCAZ
M. penetrans 407 bp Gen r16S 55°C Grau et al 1992
MYCPENETN
5’AGCATTTCCTCTTCTTACAAZ’
RH1
. 5’CAATGGCTAATGCCGGATACGC3’ Blanchard et al
M. hominis 429 bp Gen r16S 60°C
RH2 1993 (2)
5GGTACCGTCAGTCTGCAAT3’
MycGFw
Gen mpgB
o 5'CTGAAGATTACTGGAGAGAACCS’ .
M. genitalium 188 bp (Adhesina 54°C Zenteno 2019
MycGRv
P140)
5’AAAGCTCTACCGTTGTTATC3
OraFw
5’GGAGCGTTTGCTCCGCTAAGS Timenetsky et
M. orale 584 bp Gen r16S 59°C
OraRv al 2006
5TAATCCTGTTTGCTCCCCAC3’
MycSaFw
5TATCTCTAGAGTCCTCGACATGACT Kazemiha et al
M. salivarium 325 bp Gen r16S 59°C
C3 MycSaRv 2009
5'GATCATTAGTCGGCAGAGAACTG3
MycPiFw
. 5GTTGGCAGTATCGCTAGACAAAZ’ Kazemiha et al
M. pirum . 325 bp Gen r16S 59°C
MycPiRv 2009

5TGGATGTTAGATGTCGGGGTAAAZ
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Anexo 5
Soluciones para PAGE-SDS
Regulador de corrimiento Tris-Glicina-SDS

Para preparar 1 litro de solucién disolver:

Tris base 3.0r
Glicina 14.4 gr
SDS 1lagr

Aforar a 1 litro con agua destilada.

Solucién de azul de Coomassie paratincion de geles de poliacrilamida
Para 100 ml disolver:

Azul de Coomassie 0.25gr
Metanol absoluto 50 ml
Acido acético glacial 10 ml
Agua destilada 40 ml

Solucién decolorante para geles de poliacrilamida

Para 110 ml agregar:

Metanol absoluto 50 ml
Acido acético glacial 10 ml
Agua destilada 50 ml
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Anexo 6
Soluciones para Western blot e inmunodeteccion
Regulador de trasferencia Tris-Glicina-SDS

Para prepara 1 litro disolver en 800 ml de agua destilada:

Tris base 3.03 gr
Glicina 14.24 gr
SDS 1lagr

Adicionar 200 ml e metanol absoluto y almacenar a temperatura ambiente en frasco

ambar.

PBS 0.015M, pH 7.4, 10X

Aforar a 1 litro:

KH2PO4 125 9gr
K2HPO4 8.57 gr
NaCl 170 gr

Solucién de amido negro

Amido negro 0.19r
Metanol 45 mi
Acido acético glacial 10 ml
Agua destilada 45 ml

PBS-Tween 20 al 0.05%
A 1 litro de PBS1X agregar 0.5 ml de Tween 20 y mezclar.
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Anexo 7
Método de Bradford para cuantificacién de proteinas
1. Enun tubo agregar 20 ul de PBS como blanco.
2. En otro tubo colocar 20 ul de la solucién de proteinas.
3. A cada uno de los tubos agregar 1 ml de reactivo de Bradford (Sigma).
4. Mezclar y esperar entre 1 a 3 minutos para realizar la lectura de la
absorbancia a 595 nm.
5. EI equipo utilizado para realizar la medicion fue el fotometro
NanoPhotometer® Pearl de IMPLEN donde se realiz6 la curva de calibracion

y se extrapolaron los valores de las muestras problemas.

Anexo 8

Genotipificacién de ApoE

1. Realizar los célculos de acuerdo al nUmero de muestras a realizar.
2. Colocar los capilares en la gradilla fria.
3. Preparar una mezcla principal adicionar los reactivos del kit en el orden de la

Tabla 3. Reactivos para preparacién de mezcla de reaccion para PCR de ApoE.

Agua 7.35 pl
DMSO 0.9 pl
Mezcla de reaccion y enzima 1.5l
Mezcla de sondas y oligonucleétidos 1.5l
Volumen final 11.25pl
4. Colocar 8 microlitros de la mezcla a cada uno de los capilares.
5. Agregar 3.75 ul microlitros de control negativo, control positivo y muestra en

el capilar correspondiente.

6. Centrifugar a 2000 rpm durante 30 segundos.

7. Colocar en el termociclador siguiendo el orden de los capilares.
8. Programar equipo de acuerdo al protocolo de amplificacion:
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Program Step: | Denaturation Cycling Melting Cooling
Parameter
Analysis Mode None Quantification mode Melting Curves mode None
Cycles 1 45 1 1
Target [C] 95 95 60 72 95 40 85 40
Hold [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:05 | 00:00:10 | 00:00:15 00:00:20 00:00:20 00:00:00 00:00:30
Ramp Rate [C/s] 20 20 20 20 20 20 0.2 20
Acquisition Mode None None Single None None None Continuous None
9. La Interpretacion de resultados es en base a los picos de fluorescencia
obtenidos en las diferentes temperaturas para cada canal:
Type: 112C 158R 112C 158C 112R 158R
(ApoE3) (ApoE2) (ApoE4)
: 49C (530) 49T (530) 59C (530)
Melting temperature of peaks (channel) 63C (640) 53C (640) 63C (640)
Increased Cholesterol Levels.
Phenotype normal Type lll Hyperlipidemia Homozygote ApoE4: high risk for
Alzheimer Disease
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Anexo 9

Secuenciacion de muestra positiva por PCR

Secuencia obtenida:
5-GGCGATGATGTTTAGCGGGGTTGAGAGACTGAACCGCCACACTGGGACTG
AGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATATTCCACAATG
GGCGAAAGCCTGATGGAGCGACMCAGCGTGAAGGATGAAGGTCCTATGGAT

TGTAAACTTCTGTGGTAAGGGAAGAAAAGACAGAATAGGAAATGATTTTGTTTT
GACGGTACCTTATTAGAAAGCAATGGCTAACT-3’

Alineamiento en BLASTn:

0000 0DO0DO0ODO0DO0DODODODOoDODODODOODG®

Description

Mycoplasma conjunctivae strain NCTC10147 genome assembly, plasmid; 7

Mycoplasma fermentans strain NCTC10117 genome assembly, plasmid: 9

Mycoplasma fermentans M64, complete genome

Mycoplasma fermentans JER, complete genome

Mycoplasma fermentans PG18 DNA, nearly complete genome
Mycoplasma fermentans strain M39 16S ribosomal RNA gene and 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, partial sequence

Mycoplasma fermentans strain PG-18 16S ribosomal RNA gene and 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, partial sequence

Mycoplasma sp. 30L partial 16S rRNA gene, isolate 30L

Mycoplasma lipofaciens isolate ML 64-Berlin-03 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Mycoplasma sp. 27639 partial 16S rRNA gene, strain 27639

Mycoplasma sp. strain 1111B1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Max
Score

425
425
425
425
425
425
425
425
420
389
388
384
384
384
384
384
379
375

Total
Score

850
850
425
350
350
842
425
425
420
389
388
384
384
384
384
384
379
375

Query
Cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

E
value

6e-115
6e-115
6e-115
60-115
60-115
6e-115
6e-115
6e-115
20113
4e-104
1e-103
26102
2e-102
2e-102
26102
2e-102
2e-101
9e-100

Per.
Ident

99.16%
99.16%
99.16%
99.16%
99.16%
99.16%
99.16%
99.16%
98.74%
95.82%
94.98%
95.40%
95.40%
95.40%
95.40%
95.40%
94.98%
94.56%

Accession

0i|1563795960|LR215003.1

0i|1563790229|LR214963.1

gi|631252485|NR_113683.1

gi|318037813|CP002458.1

gi|307624329|CP001995.1

0i|238809475|AP009608. 1

0i|209552648|F J226565.1

0i|209552648|F J226561.1

0i|219857473|NR_025061.1

0i|1589400244|MK615056.1

gi|602267024|NR_044666.2

0i|1589400250|MK615062.1

¢i|1589400233|MK615045.1

gi|340343130|FR869692.1

Gil109716227|DQ653410.1

¢i[219857477|NR_025065.1

gi[215414331|FM878636.1

gi|1589400263|MK615075.1
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