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Resumen

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI), es una enfermedad de etiologia desconocida
progresiva y letal. Se considera el resultado de una compleja interrelacion entre
factores ambientales y del huésped, los factores genéticos involucrados se
desconocen. Debido a que previamente encontramos que algunos polimorfismos
de genes dentro del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) confieren
susceptibilidad al desarrollo de la FPI, se propuso este estudio en el que
decidimos evaluar el posible papel del polimorfismo del gen HSPA1lA. Se
incluyeron un total de 152 sujetos, los cuales se agruparon de la siguiente manera:
73 pacientes con FPI y 79 sujetos controles sanos. A los dos grupos se le tipificd
el polimorfismo 190 G/C (dbSNP rs1043618) del gen HSPAL1A utilizando la técnica
de PCR-RFLP. Los resultados mostraron que tanto el alelo G como el genotipo
GG se encuentran incrementados en el grupo de pacientes con FPI, al hacer la
comparacién entre los controles y los pacientes con FPI se observan diferencias
estadisticamente significativas (OR = 1.92, IC de 1.15 a 3.2 para el alelo G y un
OR de 2.09, e IC de 1.04 a 4.22 para el genotipo GG), por lo que consideramos
que el alelo G puede estar confiriendo susceptibilidad al desarrollo de la FPI, esto
se potencia cuando se hace el analisis por genotipo y se observé GG con un OR

mayor (OR = 2.09) que cuando se analiz6 por alelo (OR = 1.92).



1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedades Intersticiales de Pulmdn

Las enfermedades intersticiales de pulmén (EIP), comprenden un amplio grupo de
entidades clinico-patolégicas que tienen en comun la afectacion del intersticio
pulmonar, pero que difieren en los mecanismos celulares y moleculares en su
patogenia. Hay EIP en las que la alteracién predominante es inflamatoria, como la
sarcoidosis y la neumonitis por hipersensibilidad, mientras que en el otro extremo
existen enfermedades en las que predomina la fibrogenia, cuyo principal ejemplo

es la fibrosis pulmonar idiopatica (1).

1.2 Fibrosis Pulmonar Idiopética

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) es la mas comudn de las neumonias
intersticiales idiopéticas, se caracteriza histolégicamente por un patrén de
neumonia intersticial usual (NIU) y su diagndstico requiere la exclusion precisa de

otras enfermedades intersticiales de pulmon (2).



La FPI esta determinada como el punto final de un numeroso y heterogéneo grupo
de desordenes conocidos como EIP (3). Es una enfermedad fibroproliferativa
cronica que se manifiesta con una restriccion pulmonar generalmente progresiva y
gue presenta alteraciones en el intercambio gaseoso (4,5). Esta definida como un
proceso andmalo de la remodelacion epitelio-mesénquima caracterizado por:
reparacion epitelial andémala, aumento del depodsito de matriz extracelular,
proliferacion fibroblastica excesiva, aparicion de miofibroblastos e infiltracion
celular inflamatoria (1,4). Lo que conduce a la progresiva disfuncion organica y
usualmente a una disfuncion terminal. Entre las neumonias intersticiales
idiopaticas, la fibrosis pulmonar, ademas de ser la mas comun presenta elevada
mortalidad, con una media de supervivencia de 3 a 5 afios posteriores al

diagndstico (6,7).

A pesar de la extensiva investigacion de que algunos factores de riesgo se han
identificado, la etiologia de la FPI permanece desconocida. Un ejemplo de estos
es el habito de fumar cigarrillos, asociado con un incremento en el riesgo de
desarrollar este padecimiento, al igual que ciertas infecciones virales latentes,
incluyendo el virus de Epstein-Barr y el virus del herpes (7). Aunque el proceso
fibrético que caracteriza a esta enfermedad se considera disociado de los
procesos inflamatorios, los estudios en algunos pacientes indican que la respuesta

inmune adaptativa es anormal en la FPI (6).



1.3 Mortalidad e incidencia

La FPI afecta alrededor de 500,000 personas en Estados Unidos de América
(EUA) y Europa, se presenta regularmente en personas de entre 50 y 70 afios de
edad, con un estimado en la incidencia de 7 mujeres y 10 hombres por cada
100,000 personas. La incidencia, prevalencia y muerte aumentan con la edad (8),
las estimaciones actuales indican que la incidencia de la FPI en Reino Unido (RU)
y en EUA son 4.6 y 6.8 por 100,000 personas por afio, respectivamente, pero
entre 1991 y 2003 se incrementé en un 11% anual. Alrededor de 4,000 nuevos
casos se diagnostican cada afio en la RU, lo que sugiere que la enfermedad es
mas comun de lo que se pensaba. En contraste con los diagnésticos de cancer, no

existe un registro obligatorio del diagnéstico de la FPI en el mundo (2,7).

1.4 Signos y sintomas

Los pacientes presentan tipicamente disnea progresiva, pero la mayoria desarrolla
una tos irritante, con afectacion sistémica no especifica durante el curso de la
enfermedad, esta tos es tipicamente seca y resistente a las terapias

convencionales de medicamentos para la tos (4,7).



La mayoria de las enfermedades respiratorias asociadas con tos, tales como
bronquitis crénica, asma e infecciones virales agudas, afectan principalmente a las
vias respiratorias del tracto superior, donde la inervacion sensorial es densa. Por
el contrario los cambios patolégicos en la FPI afectan principalmente al
parénquima pulmonar y al alvéolo, donde la inervacion es escasa, por lo que es

sorprendente la tos en este trastorno (4).

1.5 Patogénesis

Durante muchos afios se consider6 que la patogénesis de la FPI estaba asociada
a una inflamacion crénica y persistente que no se resolvia apropiadamente lo que
provocaba la respuesta fibrotica. Sin embargo, recientemente se ha propuesto que
este padecimiento es el resultado de multiples microagresiones al epitelio alveolar
lo que provoca su activacion aberrante y sostenida. De hecho, uno de los rasgos
histoldgicos evidentes en la FPI es un notable aumento en el nimero de células
epiteliales asi como la presencia de varios fenotipos anormales. Entre estos
destacan la hiperplasia e hipertrofia de neumocitos tipo 2, los cuales presentan
estructura cubica en el epitelio especialmente en las areas donde se encuentran
septos alveolares fibroticos. Ademas, es posible observar células epiteliales
grandes y alargadas, ademas de otras mas tenues y delgadas que se encuentran
generalmente cubriendo los focos fibroblasticos. Las células del epitelio alveolar
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anormalmente activadas, secretan cantidades excesivas de diferentes mediadores
biolégicos que inducen la migracion, proliferacion y activacion de células
mesenquimatosas con la formacion de focos de fibroblastos/miofibroblastos y
finalmente la acumulacién exagerada de matriz extracelular (fibrosis) con la

consecuente destrucciéon del paréngquima pulmonar (9).

La forma patoldgica de la FPI, subclasificada como una neumonia intersticial usual
(UIP), es temporalmente heterogénea. En regiones de pulmoén con apariencia
histolégica normal se entremezclan zonas maduras de fibrosis y pequefios focos
de matriz inmadura. Dentro de la matriz inmadura hay focos de fibroblastos con
agregados de miofibroblastos en proliferacion productores de colagena (10). Los
focos de fibroblastos aparecen en la zona de transicion entre el pulmén normal y la
fibrosis pulmonar. Se ha encontrado una correlacion directa entre el nimero de
focos de fibroblastos de una biopsia pulmonar con un deterioro fisioldgico
progresivo y la supervivencia (11). Inicialmente se pensaba que los focos de
fibroblastos representaban lesiones discretas causadas por una lesion pulmonar
aguda recurrente. Un analisis de clonalidad muestra una proliferaciéon de
fibroblastos policlonales, lo que apoya la idea de que la lesién patolégica principal
es un tipo de neoplasia que, en lugar de una lesion maligna, se compone de

multiples fuentes de fibroblastos proliferantes en un proceso reactivo (12).



Origen de los fibroblastos

La acumulacion de fibroblastos y matriz extracelular es fundamental para la
formacion de lesiones fibréticas. El origen de los fibroblastos en la FPI ha sido
objeto de numerosos estudios. La evidencia actual sugiere varias fuentes que
pueden variar segun el tipo de lesién, incluyendo: la proliferacion de fibroblastos
residentes de pulmén, la diferenciacion de las células madre de la médula 6sea, y
la transicion de las células epiteliales a un fenotipo de fibroblastos, denominado

transicion epitelio-mesénquima (TEM) (13).

Los precursores de fibroblastos derivados de médula ésea circulantes se llaman
fibrocitos (14). Los fibrocitos han demostrado ser un componente de cicatrices
hipertréficas y queloides (15), en la esclerodermia, en lesiones renales (16), en el
engrosamiento de vias aéreas causado por asma (17) y en fibrosis pulmonar (18)
en algunos modelos experimentales. Los fibrocitos se identificaron en el tejido
pulmonar en 8 de cada 9 pacientes con fibrosis pulmonar (19) lo que apoya el
probable papel de los fibrocitos en el desarrollo de la enfermedad. Se muestra una
correlacion positiva de los focos fibroblasticos y fibrocitos pulmonares, pero la
magnitud del reclutamiento de fibrocitos en las mudultiples formas de fibrosis
pulmonar no se conoce. El papel exacto de los fibrocitos sigue siendo
controvertido porque a pesar de que cultivos celulares de fibrocitos pueden ser
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inducidos a diferenciarse en miofibroblastos in vitro, no esta claro que puedan
contribuir a la fibrosis patolégica in vivo (20, 21, 22). En el contexto de una lesion
fibrogénica, las células madre mesenquimales -derivadas de la médula Osea-
pueden ser en realidad para la promocién de la reparacion y aminorar la fibrosis
gue provoca lesiones fibroticas mas persistentes (23). Resultados contradictorios
con diferentes grupos de células madre y en diferentes modelos animales indican

que el papel de los fibrocitos no esta resuelto (13).

Otra posible fuente patologica de fibroblastos de pulmén es la transicion epitelio-
mesénquima (TEM). La TEM se sabe que ocurre durante la embriogénesis y la
organogenesis y en algunas formas de metastasis de tumores epiteliales (13).
Tras la lesion del epitelio alveolar las células tipo Il se activan y se producen
células epiteliales tipo | que revisten de nuevo el alvéolo. Durante este proceso
intervienen diversas células y mediadores que mantienen la homeostasis del
proceso reparativo, fagocitindose las células lesionadas y los productos de
cicatrizacion como la fibrina, con lo que se recupera de nuevo el fenotipo inicial
del alvéolo. En la FPI, aunque sigue sin conocerse la causa de la lesion inicial, se
ha demostrado como factor determinante la reepitelizacion anémala del epitelio
alveolar, con aumento de la apoptosis epitelial y de la sintesis de mediadores
profibréticos, y rotura de la membrana basal (8). Asimismo, los fibroblastos
proliferan, cambian su fenotipo a miofibroblasto y se depositan excesivas

proteinas de la matriz extracelular. Se ha postulado que la célula epitelial alterada
7



tiene ademas capacidad para transformarse en miofibroblasto, lo que se denomina
TEM (24). El papel exacto de la TEM sigue siendo controvertido, ya que otros
estudios no han logrado detectar la expresion de los marcadores epiteliales y
mesenquimales in vivo en cualquiera de las muestras clinicas o en el modelo

fibrosis pulmonar inducida con bleomicina (25).

Considerados en conjunto, los fibrocitos, la TEM y la activacion de fibroblastos
residentes de pulmén pueden contribuir a la fibrosis pulmonar, pero el papel
exacto de cada proceso en la enfermedad sigue sin resolverse. La comprension
de la contribucion relativa de cada uno de estos procesos y la forma especifica en
gue cada uno contribuye a la fibrosis es importante, ya que puede haber distintas
vias que regulan estos procesos lo que sugiere diferentes objetivos para un

potencial tratamiento (13).

1.6 Factores genéticos

La relevancia de los factores genéticos en la etiologia de la FPI esta
fundamentada en la existencia de formas familiares de la enfermedad. Se ha
estimado que entre el 2.2 y el 3.7% de las FPI son familiares, donde el

polimorfismo del gen del factor de necrosis tumoral (TNF-a), ademés del factor de



crecimiento transformante (TGF-B), asi como las mutaciones en la proteina C del
surfactante, parecen conferir un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad (1).
Sin embargo, ya que solo un pequefio numero de los individuos expuestos a
factores de riesgo conocidos desarrollan la enfermedad, la etiologia se considera

probablemente multifactorial (7).

Se ha reportado que dentro de una misma familia se pueden llegar a presentar
diferentes neumonias intersticiales idiopéticas. Steele y colaboradores (2009)
reportaron que de los 309 pacientes afectados en 111 familias, el 80 % tenia FPI,
el 6 % neumonia intersticial no especifica y con menos frecuencia, neumonia

organizada y bronquiolitis respiratoria asociada a enfermedad intersticial (26).

En otro estudio en 45 familias se asociaron dos o mas tipos de neumonia
intersticial idiopética, lo cual estaria indicando que posiblemente las mismas
mutaciones genéticas podrian predisponer al desarrollo de diferentes

enfermedades intersticiales (1).

El analisis de muestras de biopsias pulmonares ha demostrado que el perfil de

expresion génica puede distinguir los pulmones normales de los fibréticos y que la



mayoria de los genes que estan sobreexpresados en los pulmones fibréticos son

los que codifican para las proteinas de la matriz extracelular (27).

Se ha observado que la expresion genética en tejido pulmonar de neumonias
intersticiales idiopéticas esporadicas y familiares, es diferente y que existen pocas
diferencias en la expresion génica entre la FPI y la neumonia intersticial no

especifica (28).

El andlisis del perfil génico en las células parenquimatosas pulmonares, ha
permitido identificar, en las células epiteliales alveolares y neumocitos tipo I
hiperplasicos, la sobre-expresion de las metaloproteinasas 7, 9 y la osteopontina;
asi como la sobre-expresion de las metaloproteinasas 1 y 2, en focos
fibroblasticos (29). Esto indicaria que la estrategia terapéutica mas adecuada en la
FPI consistiria en revertir la inhibicion de la degradacion de la colagena, mas que

prevenir su sintesis (1).

1.7 Polimorfismos genéticos en FPI

La complejidad en la patogénesis de la FPlI y el hecho de que se hayan

identificado multiples mutaciones y alteraciones polimérficas de los mediadores
10



involucrados en su patogenia indican que es una enfermedad poligénica, lo que

dificulta la identificacién de los genes diana para futuros tratamientos génicos (1).

Diversos estudios han investigado el papel que podrian desempefiar en la
predisposicion y evolucion de la FPI los polimorfismos genéticos de los
mediadores implicados en su patogenia. Se han investigado los polimorfismos de
varios genes, aunque la mayoria de estudios no se han reproducido en diferentes
poblaciones. Por ejemplo, los polimorfismos genéticos de las proteinas A y B del
surfactante, del factor de necrosis tumoral (TNF) y del receptor 1 del complemento
se han asociado con la predisposicion a presentar la enfermedad en diferentes
poblaciones. Los polimorfismos del TGF-B, de la interleucina-6 y del receptor tipo I
del TNF se han asociado con la progresiéon de la enfermedad en poblacion inglesa

y espafiola (30, 31, 32).

También se han evaluado varios polimorfismos del MHC, el locus HLA-B,-DRB1, y
DQB1. Tres haplotipos se encontraron incrementados en la FPI: (1) HLA-B * 15-
DRB1 * 0101-DQB1 * 0501, (2) HLA-B * 52-DRB1 * 1402-DQB1 * 0301 y (3) HLA-
B * 35 -DRB1 * 0407-DQB1 * 0302. Estos hallazgos sugieren que algunos
polimorfismos MHC confieren susceptibilidad a la FPI, lo que podria estar
relacionado con la induccion de la apoptosis de las células epiteliales, un proceso

critico en el desarrollo de la enfermedad. (33)
11



En otro estudio, al explorar el polimorfismo del gen MICA se encontré un aumento
significativo del alelo MICA * 001 en los pacientes con FPI y la frecuencia del
genotipo MICA * 001 / * 00201 fue significativamente mayor en pacientes con FPI
en comparacion con los controles sanos. Los resultados indican que los
polimorfismos de MICA y la expresion anormal de los receptores NKG2D podrian

contribuir a la susceptibilidad a desarrollar FPI. (34)

1.8. Complejo principal de histocompatibilidad

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) es un conjunto de genes
estrechamente relacionados que regulan el reconocimiento intercelular y la
discriminacion entre lo propio y lo ajeno con un papel importante en la respuesta
inmune humoral y celular (35). Los genes del MHC juegan un papel fundamental
en la respuesta inmune de los vertebrados, mediante la modulacién de la
resistencia a los parasitos y patégenos. Los genes MHC de clase | y Il codifican a
las glicoproteinas de superficie celular que después de reconocer a los antigenos
extrafios los presentan a los linfocitos T, iniciando asi una respuesta inmune en el

huésped (36).

El MHC es conocido por ser la region mas polimorfica en los vertebrados vy, en

humanos, muestra los niveles de diversidad de nucleétidos que son dos veces
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mas altos que la media gendmica. La evidencia de estudios de las poblaciones
naturales sugiere que la diversidad genética elevada es impulsada y mantenida
por la exposicion a agentes patdgenos y parasitos en el ambiente (36). Dado que
las moléculas MHC actian como presentadoras de antigenos, el conjunto de las
moléculas MHC que un individuo posee, determina la variedad de antigenos a los
linfocitos T que pueden responder. Como tal, el MHC ha sido un factor

ampliamente sugerido en la susceptibilidad a la enfermedad (35).

El MHC conocido en el humano como HLA (human leucocite antigen), regula la
respuesta inmune (37) en defensa del hospedero, evitando desarrollar
enfermedades autoinmunes y céncer; ademas de jugar un rol critico en el

trasplante de 6rganos y células (38).

El HLA, es una regién en el cromosoma 6 (39), que es esencial para el sistema
inmune. Aunque muchos de los 224 loci identificados siguen siendo de funcién
desconocida, se estima que alrededor del 40% de los genes expresados tienen la
funcién del sistema inmunoldgico. Mas del 50% del HLA ha sido secuenciado en
dos ocasiones, en diferentes haplotipos, dando idea del polimorfismo y la
evolucion extraordinaria de esta region. Varios genes de regiones de HLA clase Il

y lll, pueden ser rastreados por la similitud de secuencias y sintenia, a mas de 700
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millones de afios atras, claramente anterior a la aparicién de la adaptacion del

sistema inmunolégico hace unos 400 millones de afios (40).

El HLA ubicado en el cromosoma 6p21.31 es una de las primeras regiones del
genoma humano que se ha secuenciado completamente. Con mas de 200 loci
identificados, es la region mas densa de nuestro genoma. También codifica para
las proteinas mas polimérficas en humanos, las moléculas de clase | y clase II,
algunas de los cuales tienen méas de 200 variantes alélicas. Se cree que este gran
polimorfismo es utilizado y se ha mantenido debido a una larga batalla por la
supremacia entre nuestro sistema inmunoldgico y los agentes patdgenos
infecciosos. Subrayando su importancia biomédica, el HLA se asocia con mas
enfermedades que en cualquier otra regidn del genoma humano (41). Fenotipos
con diferentes etiologias se han vinculado a la regién del HLA, que van desde
cancer hasta trastornos del suefio entre otros. En la actualidad, el HLA es la
segunda secuencia contigua mas larga en el genoma humano. Noventa y tres de
los 224 loci (41,5%) fueron descubiertos o ubicados en el HLA como resultado
directo de la secuenciacion genomica. Histéricamente, el HLA se ha dividido en
tres regiones: clase Il (centromérica), clase | y clase lll (telomérica) (42). Los
analisis de las regiones que flanquean inmediatamente, revelan que las regiones
clasicas de clase | y clase Il se extienden mucho mas de lo que se pensaba (43).
Un conjunto de mas de siete genes implicados en la inflamacion, incluyendo a tres

miembros de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF), se ubican
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dentro de la regidn de clase lll, ademas de los genes que codifican a las proteinas
de choque térmico (HSPA1A, HSPA1B y HSPAI1L), que a veces se especifican

dentro de la region de clase IV (44).

Existen algunos otros genes asociados con el sistema inmunoldgico que se
encuentran distribuidos en todo el HLA. ElI componente total del sistema
inmunolégico del HLA es del 39,8% de los loci, incluyendo al menos 10 nuevos
genes identificados. La agrupacion de los genes relacionados con la inmunidad en
la regibn del HLA es tan sorprendente que parece poco probable que sea
coincidencia. Este agrupamiento de genes de inmunidad en el HLA puede reflejar
funciones de coevolucidén o coexpresion de las transcripciones relacionadas. Sin
embargo, la proporcion de genes del sistema inmunolégico en el genoma humano
no se conoce en la actualidad y puede ser igualmente alto. La densidad de genes
promedio (incluyendo pseudogenes) a lo largo de las 3,6 Mb del HLA es un gen
por cada 16 kilobases (kb), con distintas variaciones regionales. Particularmente
interesante, es la proporcibn de genes que se expresan en relacién con
pseudogenes. Por el contrario, las regiones de clase | y clase Il estan llenas de
pseudogenes. Ambas regiones, clase | y clase I, parecen haber duplicado muchas
veces, la generacion de nuevos miembros de la familia de genes que luego han
divergido en nuevas funciones. Una posible explicacion para el mantenimiento de

tales niveles altos de pseudogenes podria ser que ellos estan involucrados en la
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generacion de nuevos alelos por la conversién de genes, un fendmeno que se ha

observado en otros loci inmunoldgicos humanos (45).

La primera secuencia completa del HLA ofrecié una importante herramienta para
el estudio de la genética, la biologia y la evolucion de la especie humana y de las
multiples familias de genes, las poblaciones y las enfermedades. A largo plazo, la
importancia biolégica de las moléculas del HLA es probable que sean Utiles para
justificar el andlisis epigenético de varios haplotipos comunes, que difieren
notablemente en la secuencia y el contenido de genes. Los esfuerzos para
alcanzar este objetivo ya estan en marcha, ya que facilitara la identificacion

precisa de los loci de varias enfermedades (40).

CROMOSOMA 6

i
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CLASE 1 CLASE III CLASE II

Figura 1. Representacion esquematica del Complejo principal de
histocompatibilidad o MHC (86).
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1.9. Proteinas de choque térmico (Hsp)

Las proteinas de choque térmico (Hsp) son proteinas inducibles altamente
conservadas, que se expresan cuando los organismos estdn expuestos a calor
extremo, isquemia, hipoxia, estrés oxidativo, luz ultravioleta, dafio al tejido, virus,

bacterias, toxinas, metales pesados, venenos quimicos y carcindgenos (46).

Las HSP’s son usualmente agrupadas en varias familias generales (HSP110, HSP
90, HSP/HSC70, HSP58, HSP47 y las pequefias HSP's [HSP10-30]), la principal

actividad de las HSP’s es la de cumplir la actividad de chaperona (47, 48).
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Figura 2. Representacion esquematica de la funcion de una proteina de choque

térmico como chaperona en el plegamiento y transporte de proteinas (87).
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Debido a esto y a su localizacion dentro del HLA, su polimorfismo y funcion
biologica, los genes de la proteina de choque térmico 70 son candidatos
importantes para evaluar la susceptibilidad genética a la Fibrosis Pulmonar

Idiopatica.

1.10. Proteinas de choque térmico 70

El genoma humano contiene méas de 40 secuencias del gen HSP70, muchas de
ellas son pseudogenes, pero al menos hasta 11 distintos genes localizados en
varios cromosomas son traducidos en proteina (50). Estas isoformas de Hsp70
difieren entre si en la secuencia de aminoécidos, nivel de expresion, localizacion
subcelular, y en la repuesta inducida por diferentes sefiales (50). La familia de las
Hsp70, es una de las méas conservadas y mejor conocidas Hsp's (46).

Comprenden una familia de proteinas constitutivas e inducidas por estrés (51).

Localizacion

Hay tres genes principales de la familia de las HSP70 humanas, estos son
HSPA1A (HSP70-1), HSPA1B (HSP70-2) y HSPAIL (HSP70-hom); en los dos

primeros genes sus productos solo difieren en dos aminoacidos y se cree que son
18



proteinas totalmente intercambiables, (46,47, 50). Estan localizados en la region
del complejo principal de histocompatibilidad clase 11l y estan presentes en tandem
en el cromosoma 6p21.3 (51). Los genes de HSPA1A y HSPA1B, codifican una
proteina similar, la proteina HSP70 inducible por calor, HSPA1lA es expresada
constitutivamente en un nivel bajo. El gen de HSPALL codifica a una proteina no
inducible por calor que comparte un 90% de la secuencia con la proteina Hsp70
(46, 51). Las variaciones de DNA en estos genes han sido caracterizadas por
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), los cuales pueden afectar la
expresion o la funcidbn de esta chaperona y posteriormente contribuir a la
susceptibilidad de la enfermedad y tolerancia al estrés (46,47). Los genes de
HSP70 son polimorficos, ellos presentan SNPs localizados en posiciones + 190 de
HSPA1A (G—C), +1267 de HSPA1B (A—G) y 2437 de HSPA1L (T—C), que se

han relacionado con enfermedades inflamatorias y tumorales (52).

Cromosoma 6 NC_000006.11

[ 31765173 [ 31807541

LEH2 HEPAL A sl HEPALE CEorfds
HEPALL ENORDYS

Figura 3. Localizacion del gen HSPA1A en el cromosoma 6. Se ubica entre los

genes HSPA1L y HSPAL1B (88).
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Funcién

Como una chaperona dominante, las proteinas de choque térmico 70 estan
involucradas en funciones celulares regulando un amplio rango de actividades
asociadas a proteinas (47, 50, 53). Juegan un rol importante en la unién y
estabilizacion para el correcto plegamiento de péptidos nacientes, ayudan a dar
las conformaciones competentes para la translocacién de las proteinas entre los
diferentes compartimentos celulares, participan en la remocion y desnaturalizacion
de proteinas mal plegadas, previenen la acumulacion de proteinas
desnaturalizadas, etiquetandolas para la degradacion lisosomal y regulan el
ensamble y desensamble de complejos proteicos (50, 51, 54, 55). El aumento de
los niveles de esta proteina confiere a las células termotolerancia, protegiendo a la
célula de muerte por apoptosis inducida por TNF-a y TNF-B y puede proteger al

corazén, cerebro, rifidn y pulmén de una lesion por estrés. (47, 53).

sustrato Hsp110
Hsp 40
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Figura 4. Representacion de la funcién de las HSP70 (89).
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Regulacion

Los miembros de la familia de las HSP70 pueden ser inducidas por diferentes
tipos de estrés celular, tales como el calor, metales pesados, radiacion, isquemia,
radicales de 6xido nitrico, entre otros, que estimulan la activacion de factores de
transcripcion de estrés. Estas proteinas se unen y liberan polipéptidos en un ciclo
que esta acoplado a una actividad ATPasa (50). Estas funciones requieren del
reconocimiento y union de las proteinas de choque térmico con las regiones de los
péptidos expuestos en las proteinas blanco. Sin embargo, poco se sabe acerca
de la especificidad del sustrato de HspAlA y HspAlB. De igual forma, se

desconoce acerca de la funcién o sustrato especifico de HSPALL (51).

El total de los dominios en la estructura de las Hsp70 estan conservados: el
extremo N-terminal, dominio de union a nucleétidos (NBD) con actividad ATPasa
esta unido por una region flexible con el extremo C-terminal, que es el dominio de
unién al sustrato (SBD). La comunicacién alostérica con el SBD y las interacciones
con las cochaperonas y los factores de cambios de nucleétidos depende
criticamente de la conformacién de NBD. Por lo tanto, la comprension de los
cambios conformacionales en NBDs de las proteinas Hsp70 es clave para la
comprension de la forma en que el motor ATPasa conduce el ciclo de unién y

liberacion de la maquina de Hsp70 (50).
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Figura5. Dominios de las Hsp70 (89).

1.11. Polimorfismo de los genes de la proteina Hsp 70 y enfermedad

Como se muestra en la tabla 1 varios estudios reportan posibles asociaciones
entre los SNPs en los genes de HSP70 y diferentes padecimientos (46). Ademas
la proteina Hsp70 y su anticuerpo han sido identificados como implicados en la
patogénesis de la hipertension, aterosclerosis, enfermedad coronaria del corazon,
enfermedad aguda inducida por calor y ataque fulminante. Por lo tanto, no es
inesperado que los polimorfismos de los genes de Hsp puedan contribuir a la
susceptibilidad de la enfermedad diferencial debido a que estas proteinas estan
involucradas en la tolerancia al estrés. Hsp70 se ha considerado como un factor
de prediccion de la resistencia a la quimioterapia en el cancer de mama (47).
Ademas, altos niveles de hsp70 predicen baja repuesta del cancer de mama para
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la radiacion y la hipertermia (55). En la tabla 2 podemos observar algunas

enfermedades pulmonares en las que se describen ciertas asociaciones con

algunos polimorfismos de los genes de esta proteinas.

Enfermedades estudiadas con relacién al polimorfismo de los genes de
HSP70 como posibles marcadores de susceptibilidad genética.

Poblacion Padecimiento
Aparato digestivo

Japonesa Céancer gastrico (56)
Japonesa Cancer géstrico(57)
Mexicana Céancer gastrico y Ulcera duodenal(52)
Hungara Pancreatitis aguda grave(5)

Metabolismo de carbohidartos
Polonesa Nefropatia diabética(58)
Pakistani Glaucoma(59)
Japonesa Glaucoma de angulo abierto(60)
Hindu Ulcera de pie diabético(61)

Enfermedades autoinmunes

Coreana Colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn(62)
Caucasica Enfermedad tiroidea autoinmune(63)

Tabla 1. Enfermedades asociadas al polimorfismo de los genes de las proteinas

de choque térmico 70.
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Sistema urinario

Hungara Malformaciones del tracto urinario(64)

Hungara Infeccion del tracto urinario(65)

Hungara Insuficiencia renal aguda(66)
Sistema nervioso.

Taiwaneés Parkinson(67)

Coreana Esquizofrenia(68)

Taiwanés Demencia (69)

China Accidente cerebrovascular isquémico(70)

Sistema circulatorio

Alemana Sepsis grave(71)

Italiana Enfermedad arterial coronaria(72)

China Enfermedad arterial coronaria(73)

Otros
Hungara Preclamsia(74)

Norteamericana

Ruptura prematura de membranas fetales(75)

China Sordera(77)
China Sordera(78)
Australiana Choque séptico(79)

Tabla 1. Continuacién. Enfermedades asociadas al polimorfismo de los genes de
las proteinas de choque térmico 70.
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Susceptibilidad genética relacionada con el polimorfismo de los genes
HSP70 en enfermedades de pulmén

Poblaciéon | Enfermedad Alelo, genotipo o OR
haplotipo
China Cancer de pulmon(47) |CC, GACy CGT 2.06,1.48y 1.2
China Edema pulmonar(61) |Dip5 HAP1-HAP7 3.39
China Neumoconiosis (80) GAT Y GGT
Polaca Sarcoidosis (81) G 2.00

Tabla 2. Enfermedades pulmonares asociadas al polimorfismo de los genes de las
proteinas de choque térmico 70.
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2. JUSTIFICACION

Debido a la localizacion dentro del MHC, los polimorfismos y la funcién biologica
ante situaciones de estrés celular, fendbmeno que se observa en los tejidos de
pacientes con FPI, el HSPA1A es un gen candidato importante para evaluar la

susceptibilidad genética en este padecimiento.

3. HIPOTESIS

El polimorfismo del gen de la proteina de choque térmico 70-1 (HSPA1A) esta

estrechamente relacionado con la susceptibilidad a la fibrosis pulmonar idiopatica.

26



1)

1)

2)

3)

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la existencia de una susceptibilidad genética asociada con el
polimorfismo del gen de la proteina de choque térmico 70-1(HSPA1A) en

pacientes con Fibrosis Pulmonar Idiopatica.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES:

Estandarizar la técnica PCR-RFLP para la determinacion de los alelos del

polimorfismo +190 G/C del gen HSPA1A

Determinar los alelos del polimorfismo +190 G/C de HSPA1A en pacientes y
controles.
Definir si algun alelo podria ser usado como marcador genético de

susceptibilidad al desarrollo de la FPI.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Pacientes con fibrosis pulmonar idiopética

Se estudiaron 73 sujetos mestizos mexicanos no relacionados, con el diagnéstico
de fibrosis pulmonar idiopética. El diagnostico se realiz6 de acuerdo a los
parametros sugeridos por la Sociedad Americana del Torax y se confirmé
mediante el analisis histolégico de la biopsia pulmonar. Los criterios de inclusion

fueron:

a) Ser mestizo mexicano (por lo menos 2 generaciones nacidas en México).

b) Diagndstico confirmado de fibrosis pulmonar idiopética.

c) No padecer o haber padecido enfermedades autoinmunes o infecciosas

relacionadas con el complejo principal de histocompatibilidad.

d) Estar de acuerdo en participar en el protocolo de investigacion y firmar carta de

consentimiento.

Se estudiaron setenta y tres pacientes, 44 del sexo masculino (58.27 %)y 29 del
sexo femenino (39.72 %) y la edad media fue de 64.77 + 11.02 afos. El estudio se
realiz6 de acuerdo a la Declaracién de Helsinki, fue aprobado por el comité de

ética institucional y se obtuvo el consentimiento de cada paciente.
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5.2. Grupo Control

Se analizaron 79 individuos mestizos mexicanos, voluntarios, no relacionados con
los pacientes con FPI, y clinicamente sanos, a los cuales se les realizaron los
mismos andlisis que al grupo problema. Cincuenta y cinco (69.62%) del sexo
femenino y veinticuatro (30.37 %) del sexo masculino, la edad media fue de 58.19

+ 12.01afos

Este estudio fue aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias.

5.3. Obtencion de muestras de sangre

Con la participacion de los alumnos del octavo semestre de la Escuela de
Enfermeria “Aurelia Saldierna Rodriguez” del INER, y el personal del laboratorio
de Oncologia Biomédica del mismo Instituto, se realizaron dos campafas de salud
en donde se ofrecio a los asistentes: medicion de glucosa en sangre, oximetria,
medidas antropométricas y espirometria. A los asistentes se les invité a participar
de manera voluntaria en el protocolo de investigacion. Se les aplicd un
cuestionario para conocer sus actividades y su historia médica asi como la de sus

padres y abuelos.
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5.4. Protocolo de extraccion de DNA con perclorato de sodio. (BD track

GENOMIC DNA ISOLATION KIT, CA. USA)

Después de la toma de muestra de sangre periférica en tubos con EDTA como
anticoagulante. La muestra se homogeneiz6 durante 10 minutos, fue centrifugada
por 10 minutos a 3500 rpm, posteriormente se separé el sueroy se almacenoé a
-20°C. Al paquete celular se le agreg6 la solucion BD1* para lisar los eritrocitos,
se centrifugd nuevamente a 3500 rpm durante 10 minutos y elimind el
sobrenadante, al pellet se le agregé la solucién BD2* para eliminar los residuos de
eritrocitos presentes, después de una agitacion en el vortex, se centrifugd
nuevamente por 10 minutos a 3500 rpm y se elimino el sobrenadante. Se agrego
la solucion BD3* y se desintegré el pellet, esta mezcla se incubd por 15 minutos
a 65 ° C para permitir el lisado de los leucocitos, se adicioné la solucién BD4*, la
cual precipité a las proteinas presentes, nuevamente se centrifug6é por 10 minutos
a 3500 rpm y se recuper0 el sobrenadante en donde se encontraba presente el
DNA en solucion. Se adicioné isopropanol a -20 °C, para precipitar el DNA, se
mezcld, suavemente para evitar la ruptura de las cadenas de DNA, una vez
precipitado el DNA, se centrifugd durante 10 minutos a 12000 rpm, se eliminé el
sobrenadante y se agregoé etanol al 70 % y a -20 °C para eliminar las proteinas
presentes. Después de mezclar suavemente, se centrifugé durante 5 minutos a
12000 rpm, se elimind el sobrenadante y se dej6 secar alrededor de una hora a

temperatura ambiente. Finalmente se le adicionaron 300 uL de agua destilada-
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desionizada y se almacend a -70°C. (* Los componentes de las soluciones se

encuentran descritos en el anexo 1)
5.5. Integridad del DNA gendmico.

Para verificar la integridad del DNA obtenido, se corrieron las muestras en un gel
de agarosa al 2% con amortiguador TBE (108 g Tris-HCI, 55 g HBO3, 40 mL de
EDTA 0,5 M pH 8), y 5uL de bromuro de etidio, se revelaron en un transiluminador
donde se observo que no estuviera degradado, como se observa en la imagen 2.
Una vez extraido el DNA y habiendo observado su integridad, se cuantificé en un
NANODROP ( Thermo Scientific ). Una vez conocida su concentracion se preparo

una diluciéon con una concentracion de 50 ng/pL.
- TR - - ap " e s - .
wEy ¥ oww '--"ﬂl"-

Figura 6. Integridad del DNA extraido de muestras sanguineas.
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5.6. Generalidades de la reaccion en cadena de la polimerasa.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR del inglés), fue utilizada por primera
vez por Kary Mullis en 1983. EI ADN amplificado puede ser clonado directamente
0 usado en una gran variedad de procedimientos analiticos.

En la PCR dos oligonucleotidos son sintetizados cada uno como secuencia
complementaria de una hebra opuesta (secuencia de un segmento en cada una
de las hebras) del ADN blanco en posiciones que estén mas alla de aquellas
donde termina el segmento a ser amplificado. Los oligonucleotidos sirven como

cebadores con sus extremos 3' orientados en direcciones opuestas.

El ADN aislado que contiene el segmento a ser amplificado es calentado
levemente para ser desnaturalizado (separado en hebras sencillas), después se
enfria en presencia de grandes cantidades de los oligonucleotidos sintéticos, lo
gue permite que por hibridizacién, se encuentren las secuencias complementarias.
En este momento se agregan los cuatro desoxiribonucleotidos trifosfato y el
segmento hibridizado sirve como cebador para iniciar la amplificacion. El proceso
de calentamiento y enfriamiento se lleva a cabo unas 25-30 veces en algunas
horas en un aparato que lo hace automaticamente, hasta que el fragmento puede

ser analizado o clonado.
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Los segmentos son amplificados utilizando una ADN polimerasa resistente a los
cambios de temperatura como la Tagl polimerasa (aislada de una bacteria
Termofila). Si se disefian con cuidado los cebadores de tal forma que contengan
sitios de corte para endonucleasas, se puede facilitar mucho la clonacion del ADN

amplificado (82).

5.7. Condiciones para el PCR.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa de los fragmentos de los genes
HSPAL1A, , se utilizaron primer’s, 25 pM (5"TCC GGC GTC CGG AAGGACC 3y
3'TGC GGC CAA TCA GGC GCT T 5%), previamente reportados por Alarcon y
colaboradores, amortiguador PCR 10 X, deoxinucleotidos trifosfato (dNTP’s)
2 mM, cloruro de magnesio (MgCl) 50 mM, Taq polimerasa (Platinum® Taq DNA
Polymerase) y 200 ng de DNA gendmico y se llevé a un volumen de 25 pL con
agua destilada y desionizada. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador, el
cual se programé de la siguiente manera: una temperatura inicial de 94 °C por 4
minutos, 30 ciclos con las siguientes temperaturas y tiempos: 94 °C por 1 minuto,
58 °C por 1 minuto, y 72 °C por 3 minutos (2, 3, 4), una temperatura final de 72 °C

por 10 minutos.
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5.8. Productos de PCR.

Para determinar si la PCR se llevo a cabo de manera correcta y corroborar si se
obtuvieron los productos deseados (325 pb), estos se corrieron en geles de
agarosa al 2.5 % en amortiguador TBE con 5 pL de bromuro de etidio. Una vez
verificada la presencia de los productos de la reaccién, se sometieron a digestion
enzimatica para observar los patrones de bandeo correspondientes a cada uno de

los alelos reportados.

5.9. Andlisis de los fragmentos de restriccion (RFLP, restriction fragment

lenght polymorphisms).

Existen dos tipos de enzimas de restriccidn. Las enzimas de tipo | que estan
conformadas por tres subunidades: Hsd S que reconoce una secuencia, por lo
general a miles de pares de bases del sitio de reconocimiento, Hsd M, que metila
el sitio de reconocimiento, y Hsd R corta la secuencia identificada. Este tipo de
enzimas se desactivan después de haber sido utilizadas. Las enzimas de tipo I,
gue cortan un lugar definido en la secuencia de nucle6tidos. Reconociendo
secuencias palindromicas en ambas cadenas, que al cortarlas generan extremos

romos o cohesivos.
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Si dos moléculas de ADN relacionadas son cortadas con la misma enzima de
restriccion y ambas difieren en un nucleétido reconocido 0 no por esta enzima, la
molécula resulta en fragmentos de diferente tamafio para cada caso, esta
diferencia en los tamafios de los fragmentos es a lo que se le llama RFLP. Para
poder determinar el fragmento de restriccion, las muestras digeridas se corren en

geles de agarosa o bien de acrilamida. (83)

5.10. Condiciones para la digestion enzimatica.

A un tubo para PCR de 200 pL se agregaron 5 pL del producto de PCR, 1 uL de
amortiguador para digestién y 0,5 pL de la enzima de restriccion BsrB1, la cual
reconoce y corta en las secuencias 5CCG-CTC 3" y 3’'GGC-GAG 5 (113). Se

mezclaron y se incubaron a 37°C durante 24 horas

5.11. Productos de la digestién enzimatica.

Los productos de la digestién enzimatica se corrieron en gel de agarosa al 2.5 %
con 5 puL de bromuro de etidio. Los fragmentos obtenidos en la digestién de
HSPA1A 190 G/C (rs1043618), fueron de 171, 84y 70 pb para el alelo Gy 241y

84 pb para el alelo C.
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G GC GG GC 66 GC GC  GC GC GC GC  GC  100ph

* En este caso no se digiere completamente el producto de PR de HEF70-1 4190, por I que en todos ks
muestras s presenta una banda de 323k,

Figura 7. Patron de bandeo para los productos de la digestiéon enzimatica

5.12. Anélisis estadistico.

El método estadistico empleado para el andlisis de resultados incluyé: calculo de
frecuencias génicas, y genotipicas, ademds, para conocer la significancia
estadistica de una posible asociacion, calcular la razén de momios (OR), la cual es
atil para cuantificar la asociacion entre la exposicion y la presencia de enfermedad,
y el intervalo de confianza del 95% se utilizé el paquete estadistico Epi Info versién

6.04b (Epi Info v6.04b; Stone Mountain, GA).
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6. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Se incluyeron en este estudio un total de 152 sujetos, los cuales se agruparon de
la siguiente manera: 73 pacientes con FPl y 79 sujetos controles sanos. A los dos

grupos se les tipifico el polimorfismo 190 G/C (dbSNP 1043618) del gen HSPA1A.

La distribucién de las frecuencias génicas se muestran en la tabla 3, en la que
podemos observar que en el grupo de pacientes con FPI la frecuencia del alelo G
es de 73% (fg = 0.73) y el alelo C es de 27% (fg = 0.27), mientras que en el grupo
de sujetos controles sanos el alelo G representa el 59% (fg = 0.59) y el alelo C
41% (fg = 0.41). Al comparar las frecuencias entre ambos grupos, el analisis nos
mostré una diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia del alelo G
entre el grupo de pacientes y el grupo de controles (f.g. = 0.73 en pacientes con
FPIly f.g. = 0.59 en sujetos controles sanos, p = 0.01, OR =1.92, el 95% Cl = 1.15

-- 3.2) como se observa en la tabla 3.
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HSP70-1 n=73 n= 79 OR p IC (95%)

190 G/C (146 alelos) (158 alelos)
(rs1043618)
FPI fg C Fg
G 107 0.73 93 0.59 1.92 0.01 1.15--3.21
C 39 0.27 65 0.41 0.52 0.01 0.31--0.87

Abreviaturas: IC intervalo de confianza; fg frecuencia génica; OR odds ratio; p nivel de

significancia. FPI; pacientes con fibrosis pulmonar idiopética; C controles sanos.

Tabla 3. Frecuencia alélica del gen HSPA1A

En la tabla 4 podemos observar las frecuencias genotipicas y tenemos que en el
grupo de pacientes con FPI la frecuencia del 55% (fg = 0.40) es para el genotipo
homocigoto GG, del 8% (FG = 0.08) para el heterocigoto GC y del 38% (fg = 0.38)
para el homocigoto CC. Por otro lado en el grupo de sujetos controles sanos el
genotipo GG representa el 37% (fg = 0.37), el genotipo GC el 19 % (fg = 0.19) y

del genotipo CC el 44% (fg = 0.44).

Al comparar las frecuencias genotipicas entre ambos grupos, el analisis
estadistico mostr6 una diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia
del genotipo GG entre el grupo de pacientes y el grupo de controles (f.g. = 0.55 en
pacientes con FPI y f.g. = 0.37 en sujetos controles sanos, p = 0.03, OR = 2.09, el

95% CI =1.04 -- 4.22), como se observa en la tabla 4.
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Se puede observar que tanto el alelo G como el genotipo GG se encuentran
incrementados en el grupo de pacientes con FPI, al hacer la comparacion entre los
controles y los pacientes con FPlI se observan diferencias estadisticamente
significativas con un OR =1.92, una p=0.01yunICde 1.15a 3.2 paraelalelo Gy
un OR de 2.09, una p=0.03 y un IC de 1.04 a 4.22 para el genotipo GG, por lo que
consideramos que el alelo G puede estar confiriendo cierto grado de
susceptibilidad al desarrollo de la FPI, esto se potencia cuando se hace el analisis
por genotipo y se observa GG con un OR mayor (OR = 2.09) que cuando se
analiza por alelo (OR = 1.92), con esto se apoya que el alelo G es un alelo de
riesgo. Por otro lado podemos observar que el alelo C pudiera ser un alelo de
proteccion (f.g. = 0.27 en pacientes con FPI y f.g. = 0.41 en sujetos controles
sanos, p = 0.01, OR = 0.52, el 95% CI = 0.31 a 0.87) pero esto no se observa
cuando se realiza el analisis por genotipo ya que el genotipo CC no tiene ninguna
significancia estadistica como genotipo de proteccion (F.g. = 0.38 en pacientes
con FPly f.g. = 0.44 en sujetos controles sanos, p = 0.57, OR = 0.74, el 95% CI =

0.37 — 1.49), por lo que no consideramos como posible alelo de proteccion a C.

HSP70-1  n=73 n= 79 OR p IC (95%)
190 G/C FPI Fg C fg

GG 40 0.55 29 0.37 2.09 0.03 1.04 -- 4.22
GC 6 0.08 15 0.19 0.38 0.09 0.11 --1.13
CcC 27 0.38 35 0.44 0.74 0.57 0.37-1.49

Abreviaturas: IC intervalo de confianza; fg frecuencia génica; OR odds ratio; p nivel de
significancia. FPI; pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica; C controles sanos.

Tabla 4. Frecuencia genotipica del gen HSPA1A
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7. DISCUSION

Un SNP es un polimorfismo en una secuencia de DNA causado por la variacion de
un nucleétido a nivel gendmico y es un marcador genético muy comun en el
genoma. Un SNP puede alterar la expresion de un gen y determinar diferencias
estructurales en una proteina (46), lo que puede contribuir a la susceptibilidad de

algunas enfermedades, entre ellas la Fibrosis Pulmonar Idiopética.

HSPA1A es un gen constitutivo que se presenta en niveles bajos; sin embargo, al
presentarse condiciones de estrés la expresion del gen aumenta
considerablemente (52). HspAlA es una de las moléculas chaperonas mas
conservadas y es esencial para el correcto plegamiento y ensamble de las
proteinas (49), esta involucrada en la regulacion del ciclo celular, en la reparacion
de dafios al DNA y apoptosis (47). Por lo tanto, una modificacion en la secuencia
de los nucleotidos podria alterar la expresién de la proteina o bien llevar a la
perdida de la funcion de la misma lo que puede brindar cierta susceptibilidad o

aumentar el riesgo de padecer alguna enfermedad.

El polimorfismo que se presenta en HSPA1A +190 G/C, presenta un cambio en la
region 5’"UTR, es decir, no existe un cambio en la cadena de aminoéacidos, por lo

tanto la proteina no presenta modificaciones en su estructura primaria, de tal
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manera que sus estructuras superiores permaneceran sin cambio alguno. Sin
embargo, y a pesar de que no altera la secuencia de aminoacidos, esta region
desempeiia un papel en el control de la localizacidén celular, la estabilidad y la
eficiencia en la traduccion del ARNm (acido ribonucleico mensajero) en eucariotas,
por lo tanto, podria tener un importante papel regulador en la expresion y funciéon
de la proteina Hsp70 (52). En un ensayo in vivo en células endoteliales HUVEC y
no endoteliales Hela, el SNP HSPA1A +190 G/C (rs1043618), lleva a una
reduccion en la actividad promotora y probablemente disminuye el nivel de sintesis

de la proteina Hsp70 del alelo +190 G (73).

Nosotros investigamos el polimorfismo +190 G/C de HSPAlA y su posible
asociacion con Fibrosis Pulmonar Idiopatica en pacientes con la enfermedad y en

un grupo de sujetos sanos en la poblacién mestiza mexicana.

En nuestro estudio se observdé que el alelo G y el genotipo GG de HSPA1A
presentan un factor de riesgo potencial para la fibrosis pulmonar idiopatica,
utilizando la tipificacion de los alelos y confirmando la asociacion en un estudio de
casos y controles. Este es el primer estudio que encuentra una asociacion
significativa entre el polimorfismo 190 G/C (rs1043618) de HSPA1A y la FPI. Sin
embargo, estudios previos han mostrado ciertas asociaciones entre el alelo C de
este gen y otras enfermedades como glaucoma en poblacion pakistani (60),
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nefropatia en pacientes con diabetes tipo 2 en polacos (85), cancer gastrico y
ulcera duodenal en mestizos mexicanos (52), y cancer de pulmoén en la poblacion

china (46).

La asociacion que describimos en este trabajo para el SNP +190 HSPA1A con la
FPI puede ser debida a que este polimorfismo induce modificaciones en la
expresion y la ubicacion de HSPA1A, lo que lleva a aumentar el riesgo de dafio a

los tejidos y el progreso de enfermedades como lo es el caso de FPI.

Dado que la FPI es una enfermedad multifactorial y que los factores genéticos y
ambientales aun no han sido completamente identificados, se han realizado
diversos estudios para su determinacion. Tal es el caso de la exposicion a polvos
de metales o0 madera, o el consumo de cigarrillos. En este ultimo caso el humo
producido por la combustion del cigarro somete a las células del epitelio alveolar a

estrés.

Por otro lado y siendo el tema de nuestro interés los factores genéticos, se han
observado multiples polimorfismos en diversos genes que estan involucrados en
FPI. De tal manera, los polimorfismos presentes en HSPA1A, deben ser también

considerados en la patogénesis de la enfermedad ya que podrian ayudar a la
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célula al correcto plegamiento y translocaciéon de las proteinas a los distintos

compartimentos celulares.

Puesto que TGF-B1 juega un papel primordial en la fibrosis pulmonar inducida por
bleomicina a través de varios mecanismos como la activacion de los fibroblastos y
la estimulacion de la transicion epitelio mesenquima de células epiteliales, el
efecto inhibitorio de HSP70 en la produccion de TGF- 1 puede ser responsable
del efecto protector de esta proteina de choque térmico contra la fibrosis pulmonar

inducida por bleomicina (90).

Por lo tanto, se puede especular que HSP70 puede proteger contra enfermedades
del pulmén tales como la fibrosis pulmonar idiopatica (90). Ayudando asi a
prevenir la diferenciacion de los neumocitos tipo 1 a tipo 2 y manteniendo la
homeostasis en el tejido. Por otro lado, y apoyando estos resultados, en estudios
recientes se han demostrado los efectos antifibroticos de la hipertermia

relacionados con la induccién de HSP70 (91).

43



8. CONCLUSION

Aunque la fibrosis pulmonar idiopéatica es una enfermedad de causa desconocida,
se han considerado en su génesis diversos factores genéticos. En el presente
estudio demostramos que el alelo G y el genotipo GG de HSPA1A estan

asociados con la susceptibilidad de la FPI en pacientes mestizos mexicanos.

El siguiente paso seria ampliar el estudio a un mayor nimero de controles y
pacientes para confirmar las tendencias y posteriormente realizar estudios
funcionales de la proteina en tejidos de pacientes con la enfermedad. Ademas,
realizar los mismos experimentos para HSPA1B y HSPALL y poder evaluar los

haplotipos y su posible asociacion con la FPI.
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9. ANEXO 1. SOLUCIONES Y REACTIVOS

A) Amortiguador de lisis BD1 y
BD2.

102 g de sacarosa,

5 mL de Tris-HCI 2M, pH 7.5,

1 g de MgCl,

10 mL de Tritobn 100X

Mezclar en un matraz aforado de 1 L
H,O destilada vy

desionizada. Se

y aforar con
almacena a

temperatura ambiente.

B) Amortiguador de lisis BD3.

2.199g de NaCl,
4.46 g de Na-EDTA
400 mL de H,0 dd.

Ajustar a pH 8 con NaOH 4M con un
potenciometro y llevar al aforo.
Almacenar a temperatura ambiente.

C) BDA4.

Duodecil sulfato de sodio (SDS) al
20%

Perclorato de sodio (NaClO,4) 5M
Cloruro de sodio (NaCl) 5M.

D) Etanol 70%

70 mL de etanol absoluto grado

Bilogia Molecular.

Aforar a 100 mL con H,O destilada y

desionizada.

E) Gel de agarosa 2%
2g de agarosa
5 uL de Bromuro de etidio

Aforar a 100 mL con amortiguador
TBE

F) Amortiguador TBE
108 g Tris-HCI
55 g Acido Bérico (HBO3)
40 mL de EDTA 0,5 M pH 8.

Aforar a 1 L con H,O destilada.
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