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La velocidad en la escritura es obra de la practica y del tiempo. Una mano que empieza a escribir no
debe precipitarse, no debe actuar tampoco con demasiada lentitud. Estos dos contrastes producen
un efecto también peligroso.

Las prisas dan lugar a una escritura desigual y sin normas, la extrema lentitud produce un signo
torpe, titubeante y a veces tembloroso. Por lo tanto, hay que escoger un punto medio entre esos dos
extremos.

Cuando la mano que se familiariza con los preceptos, ha alcanzado un cierto grado de perfeccion,
puede acelerar sus movimientos progresivamente y adquiere esa gran libertad que se pide a los que

estan destinados a ocupar empleos.

Paillasson, L art d’ecrire en George Jean. La escritura archivo de la memoria.

Aguilar Universal Arqueologia 1989.
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. RESUMEN

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es el prototipo de las enfermedades
autoinmunes. Se caracteriza principalmente por la produccién de autoanticuerpos
dirigidos contra varios componentes intracelulares, afectando multiples érganos y
sistemas. Esta enfermedad se presenta en individuos genéticamente susceptibles,
en los cuales probablemente existe una alteracién en la homeostasis de los
linfocitos y la tolerancia periférica que puede asociarse a un proceso apoptético
incrementado y a defectos en los mecanismos de eliminacion de los autoantigenos
generados.

El LES afecta principalmente al sexo femenino (90%) y aproximadamente 20% de
todos los casos se manifiesta en la infancia. La incidencia de la enfermedad es
mayor en poblaciones hispanas y afroamericanas, y al parecer se presenta de una
forma mas grave que en otras poblaciones.

Existen fuertes evidencias de que la susceptibilidad a padecer LES es causada
por la interaccién entre multiples genes y el medio ambiente.

En los dltimos afnos mediante estudios completos del genoma humano, se han
identificado varios loci potenciales de susceptibilidad en LES, ya que estos han
mostrado un nivel de ligamiento significativo (1923, 1925-31, 1g41-41, 2q35-37,
4p16-15.2, 6p11-21, 12p24 y 16q12). Por otra parte mediante estudios de
asociacién se han identificado SNP’s en genes que codifican para proteinas, los
cuales tienen un papel potencial en la patogénesis del LES. Entre los genes
candidato que han mostrado asociacién en la mayoria de las poblaciones se
encuentran los alelos del complejo MHC clase | y clase I, el gen de muerte celular
programada PDCD1, IL-10, MBL, TNF-a, PTPN22 entre otros. La asociacién que
han mostrado estos genes varia de una poblacién a otra, por lo que se requiere de
estudios adicionales para sustentar su implicacién en el desarrollo de esta
patologia en cada poblacion.

El TNF-a es un gen que juega un papel importante en la regulacion de la
inflamacién y la apoptosis, procesos involucrados en la patogénesis del LES.
Ciertas manifestaciones en LES estan asociadas con diferencias en la capacidad
de produccion del TNF 'y se ha sugerido que elementos polimérficos determinan la



capacidad de produccion de esta citocina. El alelo TNF2 (A) del polimorfismo —308
A/G esta asociado con una produccion mas alta de TNF-a y se propone como un
factor de riesgo para LES.

Por otro lado el gen PTPN22 localizado en el cromosoma 1q13 se encuentra
expresado primariamente en células T, juega un papel muy importante en la ruta
de senalizaciébn de células T, ya que éste codifica para la proteina tirosina
fosfatasa intracelular conocida como Lyp, la cual regula cinasas como Csk que
participan en la activacién de células T.

En este trabajo se propone identificar polimorfismos asociados con la
susceptibilidad a padecer LES en poblacién pediatrica mexicana mediante un
estudio de asociacidén casos y controles, bajo la hipétesis de que la asociacion de
estos SNPs con esta enfermedad son diferentes a los descritos en otras
poblaciones y que pueden contribuir a la susceptibilidad o a sus diversas
manifestaciones inmunolégicas y clinicas.

Esto sin duda, contribuira a incrementar el conocimiento de los factores genéticos
involucrados en la etiopatogenia de esta enfermedad y a mejorar las estrategias
de prevencion diagndstico y tratamiento, encaminadas a disminuir su alto costo
social-econémico. Ademas con la realizacion de este proyecto se sentaran las
bases para el estudio de otras entidades autoinmunes en nuestro medio.

En el estudio se captaron 261 pacientes menores de 16 afos diagnosticados con
LES segun los criterios establecidos por el Colegio Americano de Reumatologia,
asi como 357 como controles sanos. Los pacientes fueron captados en la consulta
externa de Reumatologia de los Hospitales de Pediatria, del Centro Médico
Nacional S-XXI y Centro Médico La Raza, del Hospital Infantil de México y del
Instituto Nacional de Pediatria. El estudio molecular consisti6 en la extraccion,
purificacion y genotipificacion de DNA de cada una de las muestras de acuerdo a
las técnicas especificadas, posteriormente se realiz6 el andlisis de las frecuencias
genotipica y alélicas en nuestra poblacion y se compararon los resultados
obtenidos con otras poblaciones, sugiriéndonos asi que el SNP 1858 C/T del gen
PTPN22 se encuentra involucrado en la susceptibilidad de desarrollar LES en



nuestra poblacién de pacientes pediatricos, mientras que los SNPs (-238, -308) del
gen TNF-a no se encuentran asociados con el riesgo a padecer LES.



Il. ANTECEDENTES

Las enfermedades autoinmunes (EAs) son entidades complejas de curso crénico
que comprenden un grupo heterogéneo de trastornos y afectan del 4-5% de la
poblacion [1]. El prototipo de estas enfermedades es el lupus eritematoso
sistémico (LES), que se caracteriza por la produccion de autoanticuerpos y la
formacién de complejos inmunes que se presentan en individuos susceptibles, en
donde existe una alteracién en la regulacion de los linfocitos, una pérdida en la
tolerancia periférica y un posible proceso apoptotico incrementado. Esta entidad
tiene una etiologia multifactorial, donde existe la participacién de factores
genéticos y ambientales. En los nifios, el LES tiene una forma de presentacion y

un curso mas grave que en los adultos [2].

Il.1 Epidemiologia

El LES puede aparecer a cualquier edad, sin embargo en la mayoria de los
pacientes los sintomas aparecen entre los 15 y 40 afios de edad [3].

ElI LES continta siendo una causa significativa de morbilidad en la edad pediatrica,
representando aproximadamente de 15-20% de todos los pacientes [4-6] Este
padecimiento predomina en el sexo femenino, con una razén de mujer a varén que
oscila entre 3:1 antes de la pubertad y 9:1 después de la pubertad [7,9,10].

La incidencia de LES en la poblacion en general varia de acuerdo a las
caracteristicas de la poblacion estudiada. Como ha sido reportado para adultos, el
grupo étnico también influye en la incidencia y en las manifestaciones clinicas del
LES pediatrico.

Los niflos afroamericanos e hispanos tienen una alta incidencia y en particular en
los afroamericanos se ha reportado una alta prevalencia y gravedad de la
enfermedad neuro-psiquiatrica (LESNP) y renal [8].

El diagnéstico del LES infantil no es comin antes de los 10 afnos de edad y la

edad promedio de presentacién es 12,1 anos [7,9,10].



1.2 Manifestaciones clinicas generales

Las caracteristicas clinicas varian dependiendo de la edad y de los érganos
afectados. En nifos los sintomas generales mas comunes son fiebre, astenia,
adinamia y pérdida de peso. Del 20-82% presenta afectacion renal, 20-74%
sintomas musculo esqueléticos, 44-52% eritema malar, 15-30% linfadenopatia vy

el 15-74% visceromegalia (Tabla 1).

Tabla 1. Principales manifestaciones clinicas del LES en la nifiez

Rasgos clinicos Frecuencia Referencias
Fiebre, fatiga, pérdida de pesc 40-74% [11-13]
Artritis, artralgia 20-74% [ 12,14]
Visceromegalia 15%74% [11-13]
Trastornos Renales 20-82% [ 12,14-15]
Eritema malar 44-52% [11,12]
Linfadenopatias 15-30% [ 12-14]

Manifestaciones cutaneas

La afectacion cutanea es variada y va desde una fotosensibilidad a la exposicién a
la luz ultravioleta B con exantema en alas de mariposa sobre las eminencias
malares y el puente de la nariz, hasta una dermatitis generalizada. También se
presentan ulceras bucales (26-48%), alopecia (7-48%) fenémeno de Raynaud y

lesiones cronicas [11,13, 16-18].

Manifestaciones musculo esqueléticas

En las manifestaciones musculo esqueléticas se observa artralgia y artritis en mas
del 75% de los casos [2], en donde los sintomas tienden a ser variables,
presentandose habitualmente como una poliartritis simétrica, no erosiva muy
dolorosa, afectando articulaciones grandes y pequenas como los dedos de las



manos, las mufecas, rodillas y con menos frecuencia hombros, caderas, codos y
tobillos. La artritis que se presenta es proliferativa y responde lentamente al
tratamiento.

Las manifestaciones musculo esqueléticas también pueden ser secundarias a
efectos adversos de los diversos tratamientos utilizados presentandose

osteoporosis, necrosis vascular y retraso en el crecimiento [19].

Manifestaciones cardiacas

La miocarditis ocurre en 25% de los nifios con LES y se caracteriza clinicamente
por falla cardiaca congestiva, cardiomegalia y bradicardia. La valvula mitral es la
mas comunmente afectada, seguida por la aorta pulmonar y las valvulas
tricispides. Estos sintomas requieren tratamiento urgente con esteroides e

inmunosupresores [20].

Manifestaciones neuropsiquiatricas

El trastorno neuropsiquiatrico es una de las manifestaciones mas comunes del
LES pediatrico. Este ocurre en un 20-45% de los nifilos y adolescentes, constituye
la tercera causa de mortalidad en esta poblacion y en la mayoria puede
manifestarse en el primer ano de la enfermedad [2, 21, 22]. Las manifestaciones
neuropsiquiatricas son diversas y varian desde una disfuncion global del SNC con
paralisis y convulsiones, hasta sintomas mas leves o focales como cefalea o

pérdida de la memoria [2].

Alteraciones hematoldgicas

Las alteraciones hematoldgicas son también comunes en el LES pediatrico. La
trombocitopenia autoinmune es la manifestacion inicial en el 15% de los casos del
LES pediatrico y se ha sugerido que entre el 20-30% de los nifios que presentan
purpura trombocitopénica idiopatica y anticuerpos antinucleares, desarrollaran
LES [23]. Posteriormente en el 27-52% de los casos del LES pediatrico, se
observa leucopenia, siendo también comun la granulocitopenia [5]. Ademas de las



alteraciones antes mencionadas, cabe destacar que existen trastornos frecuentes

en la coagulacion.

Afectacion pulmonar

En el LES pediatrico el rango de afectacién pulmonar es muy variable (5-77%)
[22, 24, 25]. Las manifestaciones pulmonares varian desde alteraciones
subclinicas hasta formas mas complicadas que pueden llevar a la muerte. Las
formas mas frecuentes de afectacién pulmonar incluyen pleuritis, neumonitis,
neumonia, neumotérax e hipertension pulmonar. La mayoria de los nifos
desarrollan manifestaciones pulmonares en algin momento de la evolucion de la
enfermedad. La afectacion pulmonar asintomatica o subclinica en el LES
pediatrico puede ser mas comun de lo que se piensa [19].

Afectacion renal

La nefritis lUpica es una de las principales manifestaciones clinicas en la edad
pediatrica, aproximadamente un 60-80% de los pacientes la presentan. Existen
algunos parametros asociados con la nefritis, entre los que destacan el sexo, la
raza, edad, hipertension persistente entre otros [15,16].

En 1982, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), clasificé la nefritis lUpica en
6 categorias basandose en los hallazgos histoldgicos (Tabla 2) [26] siendo la
nefropatia grado VI la mas comun en el LES [19]. Los episodios de exacerbacion
de las alteraciones de la funcién renal son comunes durante la evolucion de la
nefritis lUpica y con frecuencia se detectan por aumento de la proteinuria (de mas
de 0.59/24h 6 3+++ persistente). La presencia de hipertension arterial y edema
periférico usualmente se asocian con las nefropatias en grado Il y IV [16].



Tabla 2. Clasificacion de la nefritis lupica OMS (1982)

| Glomérulos Normales

Il Nefropatia mesangial

a) Ensanchamiento mesangial leve o hipercelularidad leve (+).
b) Hipercelularidad moderada (++).

lll Glomerulonefritis proliferativa focal y segmentaria

a) Lesiones necrotizantes activas
b) Lesiones activas y esclerosantes
c) Lesiones esclerosantes

IV Glomerulonefritis proliferativa difusa

a
b
c
d

Sin lesiones segmentarias

Con lesiones necrotizantes activas
Con lesiones activas y esclerosantes
Con lesiones esclerosantes

)
)
)
)

V Glomerulonefritis membranosa difusa

a) Glomerulonefritis membranosa pura

b) Asociada con lesiones de clase |l

VI Glomerulonefritis esclerosante avanzada




1.3 Diagndstico

El diagnéstico del LES en nifios se basa en los mismos criterios que en los adultos
[26, 27]. Debido a que no existe un sintoma o hallazgo patognoménico de la
(ACR) ha establecido

criterios clinicos generales para diagnéstico y clasificacion de los pacientes. El

enfermedad, el Colegio Americano de Reumatologia

diagnoéstico de LES se establece cuando se cumplen cuatro de los once criterios

descritos (Tabla 3) [27].

Tabla 3. Criterios de la clasificacién del Lupus Eritematoso Sistémico (ARC)

10.

11.

. Eritema malar: eritema fijo plano o elevado, que se localiza sobre las

prominencias malares, sin afectacion de los pliegues nasolabiales.
Erupcién discoide: placas eritematosas elevadas con descamacion
queratética adherente.

Fotosensibilidad: erupcién cutdnea provocada por una reaccion

inusual de los rayos solares.

4. Ulceras orales: ulceracion oral o nasofaringea usualmente indolora.

5. Artritis no erosiva: involucra articulaciones periféricas, caracterizadas

por dolor, tumefaccioén y derrame.

6. Serositis: a) pleuritis, dolor o derrame pleural. b) pericarditis.
7. Alteraciones Renales: a) proteinuria mas de 0.5 g/ 24 h  b) cilindros

celulares: hemoglobina.

8. Afectacién Neumoldgica: a) convulsiones b) psicosis
9. Alteraciones hematoldgicas: a) anemia hemolitica b) leucopenia

c)linfopenia d) trombocitopenia.
Alteraciones inmunoldgicas: a) anticuerpos anti-ADN elevado,
b) anticuerpos anti-Smith, ¢) anticuerpos anti-fosfolipidos.

Anticuerpos antinucleares en valores elevados.




11.4 Tratamiento

El tratamiento de LES depende de las manifestaciones clinicas y de la presencia o
ausencia de afectacion de 6rganos vitales. La mayoria de los nifios con LES
reciben corticosteroides como la metilprednisona (MEP) e hidroxicloroquina como
primer linea de tratamiento, aunque éstos tienen efectos adversos muy agresivos
por lo que constituyen una causa importante de morbilidad en el LES pediatrico
[19]. La ciclofosfamida intravenosa es comunmente usada para enfermedad renal
proliferativa y patologias involucradas con el SNC, en donde se ha observado una
mejoria en los Ultimos 20 anos [28].

Otro farmaco utilizado para el tratamiento de la nefritis lupica es el mofetil
micofenolato, el cual ha mostrado muy buenos resultados en nifios que presentan
nefritis membranosa.

El tratamiento del LES no solamente es farmacoldgico, ya que otras medidas son
de gran importancia para la evolucion del paciente como la protecciéon contra los
rayos ultravioleta, el tratamiento y la prevencion de las infecciones y de los
factores de riesgo cardiovascular entre otros [19].

I.5 Patogénesis

La patogénesis del LES no ha sido elucidada; como se mencion6 anteriormente la
etiologia es multifactorial. Uno de los factores ambientales implicados en la
patogénesis del LES es la exposicion al sol, ya que el sol emite radiaciones UV en
tres bandas del espectro conocidas como bandas A, B y C. Las dos primeras,
ultravioleta A (UVA) y ultravioleta B (UVB) son las que lesionan la piel de los
pacientes con LES, dafando asi depdsitos superficiales del DNA de las células y
dando como resultado la liberacién de substancias que inducen la formacién de
anticuerpos anti-DNA, responsable del dafno de los tejidos. El virus de Epstein-Barr
es otro factor ambiental el cual se sospecha juega un papel importante en la
predisposicién al LES. Muchos nifios y adultos con LES cuando se comparan con
individuos sanos se han encontrado con una alta carga de EBV en sangre y altos
titulos de anticuerpos anti-EBV [29,30].



Nuevas tecnologias aplicadas a estudios de expresién en genes y la genémica en
pacientes con LES han revelado nuevas mutaciones en genes y alteraciones en
citocinas que pueden explicar probablemente la enfermedad.

Algunos de los factores que tienen impacto sobre la autoinmunidad sistémica son:
defectos en las senales inhibitorias de la activacion de linfocitos, defectos en la
apoptosis, asi como una activacion celular incrementada.

AUn no se conoce qué desencadena la autoinmunidad, pero se sabe que factores
medioambientales y genéticos son significativos.

La producciéon de autoanticuerpos es la principal caracteristica en la patogénesis
del LES, alrededor de 100 autoanticuerpos han sido descritos en los pacientes; la
mayoria de ellos se encuentran asociados a la actividad de la enfermedad [31].

El desarrollo de autoanticuerpos refleja la pérdida de tolerancia de células B y
células T, el cual se incrementa si hay respuestas inflamatorias persistentes, por
un manejo anormal del material apoptético, por la formacién de complejos

inmunes, o por la presentaciéon anormal de autoantigenos [32].

Alteraciones Inmunoldégicas

Esta enfermedad se caracteriza por diversas anormalidades en las respuestas
inmunes que involucran hiperreactividad de células B, células T, células
dendriticas, funciones fagociticas anormales y defectos en la eliminacion de
complejos inmunes y del material apoptético [33].

Por otro lado, independientemente de la edad de presentacion, los pacientes con
LES presentan hipergammaglobulinemia y un aumento en los titulos de los
autoanticuerpos en el suero. Asi mismo pacientes pediatricos y adultos muestran
alteraciones en células B [34], en células naive y en el nimero de células B de
memoria [35].



Células B y autoanticuerpos

Las células B juegan un papel muy importante en la patogénesis de la
enfermedad. En pacientes con LES se presenta una marcada linfopenia,
afectando células naive y células B de memoria, asi como una expansion en
células que expresan CD38 [35]. A pesar de los bajos niveles de linfocitos
circulantes, las células B son mas propensas a la activacion policlonal por
antigenos, citocinas 'y otros  estimulos, los cuales llevan a
hipergammaglobulinemia, produccién de autoanticuerpos y la formacién de
complejos inmunes [36]. El LES también esta asociado con el incremento en los
niveles de IL-10y de IL-6 que promueven la diferenciacion de células plasméticas.
Los linfocitos B participan en la respuesta inmune humoral y dirigen la
diferenciacién de células del sistema inmune. En individuos sanos se ha
demostrado que los linfocitos B en la médula 6sea y los que migran a sangre
periférica expresan anticuerpos autorreactivos. Sin embargo, la mayoria de estos
linfocitos B autorreactivos son eliminados del repertorio de linfocitos B naive en
dos estadios de su desarrollo [37]. En pacientes con LES se observan
anormalidades en células B, lo cual puede ser reflejo de mudltiples factores
genéticos que afectan la funcion intrinseca de éstas, por ejemplo anormalidades
durante la diferenciacion de células B en tejidos linfoides secundarios pueden
permitir la generacién y la sobrevida de las células del sistema inmune que
secretan autoantigenos patogénicos.

Los autoanticuerpos dirigidos contra componentes de cromatina (dsADN,
nucleosomas e histonas) son de gran importancia en LES ya que se han reportado
niveles altos de anti-dsADN relacionados con la actividad de la enfermedad [38].
Sin embargo varios estudios han mostrado inconsistencias en los datos
relacionados con el titulo de anti-dsADN vy la actividad de la enfermedad, lo que
podria ser debido a diferentes variables como el tiempo de obtencién de la
muestra, el uso de diferentes técnicas, la evaluacién de distintas subpoblaciones

de anticuerpos entre otros [39].



Células T

Se han descrito numerosas anormalidades en la funcién de células T en pacientes
con LES. Como mencionamos anteriormente una fuerte evidencia de esto, es la
marcada linfopenia, los defectos funcionales como la disminucion de la actividad
citotéxica, menor capacidad de controlar la produccion de autoanticuerpos por los
linfocitos B y algunos defectos en la produccion de citocinas [33]. Las células T de
pacientes con LES, exhiben respuestas de sefalizacion aceleradas sobre
TCR/CD3 comparado con células de sujetos sanos [40-43], asi como respuestas
aberrantes a ciertos estimulos como a una mayor produccién de Ca?* y menor
secrecion de IFN-a e IL-2 [19,44]. Estos linfocitos expresan marcadores de
activacién como DR+ [43], lo cual facilita la producciéon de inmunoglobulinas [45].
Se piensa que los linfocitos T lUpicos utilizan mecanismos diferentes de
supervivencia ante la coestimulacion comparado con linfocitos T normales.

Se ha descrito que los linfocitos T activados de pacientes con LES son mas
resistentes a la anergia y a la apoptosis debido a un aumento en la expresion de
la cicloxigenasa-2 (COX-2), la cual por medio de distintos mecanismos atenua la

sefal de FAS que es un mediador de la apoptosis [46].

Apoptosis

Los autoantigenos en pacientes con LES se encuentran expuestos en la superficie
de las células dendriticas, en donde el sistema inmune se encarga de detectarlos
[47].

En condiciones normales, el mecanismo de eliminacion de estos cuerpos
apoptoticos es realizado por las células dendriticas inmaduras, las cuales se
encargan de presentarlos para inducir tolerancia a los linfocitos T [48].

Una deficiente eliminacion de estos linfocitos T autorreactivos, facilitan la pérdida
de la tolerancia periférica.



1.6 Bases genéticas del LES

Existen varias evidencias que sugieren un fuerte componente genético en LES
[49]. El riesgo de los familiares a padecer la enfermedad es 20 veces mayor que la
poblacion en general [50,51]. Se ha documentado una alta agregacion familiar 10-
16% Yy la concordancia en gemelos monocigéticos (24-58%) es 10 veces mayor
qgue en gemelos dicigéticos (2-5%) [27,52].

Por otro lado la heredabilidad (fraccion de la enfermedad que puede ser atribuida
a los genes) estimada para esta enfermedad es del 66% [52].

Datos epidemiolégicos sugieren que la combinacion de varios genes son los que
causan la predisposicion a LES [53].

Existen diferentes estrategias para la identificacién de los factores genéticos
involucrados en las enfermedades complejas, como el caso de LES:

1. Andlisis de ligamiento; permite determinar si un marcador genético y el gen que
predispone a la enfermedad se encuentran fisicamente ligados mediante el
andlisis de la cosegregacion del marcador y el fenotipo de la enfermedad. La
evidencia estadistica de ligamiento se conoce como LOD score, que es el
logaritmo de base 10 del cociente de 2 probabilidades: la probabilidad de que dos
loci se encuentren ligados entre la posibilidad de que no haya ligamiento.
Convencionalmente se ha considerado que un LOD score mayor de tres es una
evidencia de ligamiento entre dos loci especificos, mientras que valores negativos
o menores de tres, nos indican que el ligamiento es poco probable. De esta
manera, el objetivo del analisis de ligamiento genético es ayudar a la identificacion
y al mapeo de los genes que provocan desordenes hereditarios y los cuéles no
han podido ser abordados a través de analisis bioquimicos o moleculares. Para
poder realizar un analisis de ligamiento es necesario que la familia sea informativa
respecto a los loci en cuestién, para poder determinar la fase. Es decir para el
analisis de ligamiento es necesario que uno de los progenitores sea heterocigoto
para los loci marcadores. Los loci mas informativos para el andlisis de ligamiento
son aquellos que son muy polimérficos y heterocigotos. Ademas de los puntos

anteriormente mencionados sabemos que para la deteccién de ligamiento las



familias con grandes pedigrees y varios individuos afectados son de mayor

utilidad, siendo un problema para este tipo de analisis, o que es una limitante del

estudio de las enfermedades multifacteriales.

2. Andlisis de asociacion; en este tipo de estudios se compara la frecuencia de un

marcador entre casos no relacionados y controles y se investiga su coocurrencia

con la enfermedad a nivel de la poblacién (Fig.1) [54]. Una asociacion significativa

del marcador con la enfermedad sugiere un gen candidato en la etiologia de la

enfermedad. Algunas de las causas de asociacion son:

a)

Efecto directo del marcador alélico en estudio, el cual se refiere a que el
marcador utilizado sea un polimorfismo que altere la secuencia de
aminoacidos o la transcripcion, por lo que los diferentes alelos pueden
mostrar diferencias en la calidad y cantidad del producto génico y esto
generar un efecto directo en la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad.

Desequilibrio de ligamiento, en donde si la causa de asociacion se debe a
que el gen portador de la mutacion se encuentra en estrecha proximidad al
marcador polimérfico. El desequilibrio de ligamiento depende del efecto
fundador ejercido sobre la poblacion. Es decir un alelo determinado (A)
puede estar asociado con la enfermedad en una poblacién determinada,
mientras que en otra poblacién puede estar asociado otro alelo. O en
poblaciones muy mezcladas podria no existir asociacion alguna con estos

alelos.

Estratificacion de la poblacién, cuando en una poblacién existen grupos que
no se mezclan, podrian condicionar a que tanto la enfermedad como
algunos marcadores alélicos sean mas comunes en individuos de un cierto

sub-grupo que en otro, lo que podria originar falsos positivos [54].
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Figura 1. Estudios de asociacion. En donde observamos que el alelo B se encuentra mas

frecuente entre los casos que entre los controles [54].



Estudios de ligamiento usando marcadores moleculares como microsatélites y
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) han identificado un gran niamero de
loci ligados a LES. Estos incluyen: 1923 (FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIlIA), 1g25-31,
1g41-42 (PARP o ADP- ribosiltransferasa), 2q35-37 (PDCD1), 4p16-15.2, 6p11-21
(MHC haplotipos) y 16q12, entre otros [52, 55- 57].

Dentro de los estudios de asociacion, los marcadores genéticos de eleccién son
los SNPs que son los marcadores bialélicos mas frecuentes en el genoma. Estos
SNPs, o estas variaciones genéticas, son sustituciones de una sola base en una
posicién o regidon especifica en la secuencia del DNA, que comprenden el 90% de
la cantidad total de variacion en el genoma humano [58] En promedio se estima
qgue existen aproximadamente 10 millones de SNPs por genoma haploide [59].

Genes Candidato

Mediante estudios de asociacion se han identificado SNPs (variaciones de un solo
nucleétido) en genes que codifican para proteinas que tienen un efecto potencial
en el fenotipo de LES (genes candidato). Diversos estudios han logrado identificar
varios genes, que muestran una fuerte evidencia de asociacion alélica con LES.
Aunque esta asociacién resulta controversial debido a que no han sido replicados
en todas las poblaciones[60].

Entre los genes que han mostrado resultados mas contundentes se encuentran
multiples alelos de la region HLA [Harley y cols., 1998], PDCD1 [Prokunina y cols.,
2002 ], IL-10 [ Gibson y cols., 2001], componentes del complemento C2 [Arnett y
Reveille, 1992], C4 [Tsao, 2002], factor de necrosis tumoral (TNF-a), receptores
para la fraccién Fc de IgG [Zuniga y cols. 2001, Hatta y cols., 1999, Gonzalez-
Escribano y cols., 2002], proteina de unién a manosa (MBL)[ Sullivan y cols.,
1999, Davies y cols., 1997], FAS, FASL y BCL2 [Kelly cols., 2002], (IRF5), entre
otros (Tabla 4) [61].



Tabla4. Genes Candidato en LES

Gen Localizacion OR Poblacidn
cromosoOmica
PTPN22 1p13 ~1.6 Europeos
Afro-americanos,
FCGR2A,R131 1923 ~1.3
Europeos
FCGR3A,F176 1923 ~1.6 Europeos, Coreanos
FCRL3 1923 1.3 Asiéaticos, Esparoles
IL10 1932 1.4 Europeos, Asiaticos
CTLA4+49G 2933.2 1.3 Europeos, Asiaticos
PDCD1 2937 2.6 Europeos, Asiaticos
Europeos, Afro-
DR3 6p21 ~3 _ _
americanos, Hispanos
Europeos, Asiaticos,
DR2 6p21 1.5-4 .
Afro-americanos
Europeos, Asiaticos,
TNF-alfa —308 6p21 4 .
Afro-americanos
Noérdicos, Europeos,
IRF5 7932 1.6 .
Hispanos
Europeos, Asiaticos,
MBL 10922 1.4 _
Afro-americanos
TYK2 19p13 1.6 Nordicos, Europeos




1.7 Gen PTPN22 (Proteina Tirosina Fosfatasa)

La fosforilacion de tirosinas es catalizada por proteinas tirosin cinasas las cuales
estan representadas por 90 genes en el genoma humano [41]. Esta fosforilacién
es un mecanismo fundamental para numerosos aspectos importantes de la
fisiologia de los eucariontes, asi como en la salud y en la enfermedad [40]. Este
mecanismo es utilizado para la comunicacién intercelular, la forma y la movilidad
de éstas, para decisiones de proliferar versus diferenciarse, procesos de
regulacion y transcripcion de genes, procesamiento de mRNA y en el transporte
de moléculas dentro y fuera de la célula. La fosforilacién de tirosinas también
juega un papel importante en la coordinacién de procesos entre células vecinas en
la embriogénesis, en el desarrollo de érganos, en la homeostasis tisular y en el
sistema inmune y por lo tanto, anormalidades en este proceso podrian estar
involucrados en la patogénesis de numerosos desérdenes hereditarios y
enfermedades adquiridas como cancer y deficiencias del sistema inmune. Esta
fosforilacion es regulada por la misma accién balanceada de las proteinas tirosin
cinasas (PTKs) y las proteinas tirosin fosfatasas (PTPs) [41].

Aunque los datos actualmente disponibles sugieren que el gen PTPN22 esta
expresado principalmente en células T, estda ahora claro que esta molécula
también se expresa en otros tipos de células como linfocitos B, monocitos, células
NK'y neutréfilos [62,63 ]. Este gen se encuentra localizado en el cromosoma 1p13
y como codifica para una proteina tirosin fosfatasa llamada fosfatasa linfoide
especifica o Lyp, la cual es una proteina tirosina fosfatasa de 110 kDa que
consiste de un dominio fosfatasa N-terminal y un C terminal no catalitico con
dominios ricos en prolina, regulando tirosin cinasas que participan en la activacién
de células T [64]. PTPN22 puede ademas unirse a otras proteinas como c-Cb1 y
Grb2.

Lyp es una proteina especifica del tejido hematopoyetico, la cual se piensa inhibe
la activacion de linfocitos T, a través de la asociacién de sus dominios ricos en
prolina (P1) con el dominio SH3 de la proteina tirosin cinasa Csk, combinacién que
funciona como importante supresor de la familia Scr de cinasa Lck y Fyn, éste
ultimo media la sefalizacion del TCR (Fig. 2) [65].



El locus del gen PTPN22 (1p13) ha mostrado ligamiento con LES. Recientemente
se ha identificado un SNP funcional en este gen. Este SNP (rs2476601) consiste
en el cambio de una C por una T en la posicion 1858 del gen. El polimorfismo
1858 C/T esta situado dentro de la region codificadora para el dominio SH3 de la
proteina, y resulta en la sustituciéon del aminoacido de arginina por triptofano en el
codén 620 (R620W) de Lyp. De este modo, el alelo 620W asociado a la
enfermedad es probable que cause cambios en la regulacién de Lck, resultando
en una pérdida de la regulacion negativa de la sefnalizacién del receptor de células
T. El dominio SH3 es importante para la unién del carbono terminal Scr y la tirosin
cinasa (Csk). Se ha demostrado que la enfermedad esta asociada con el alelo T
1858C>T que rompe el sitio de union de la cinasa Csk y la fosfatasa Lyp.

Se ha propuesto recientemente que un aumento en la actividad del gen podria
incrementar el umbral requerido para la efectiva sefalizacion en el desarrollo de
timocitos, resultando en la ausencia o disminucién de la seleccién negativa de
células T autoreactivas (Fig- 3). Sin embargo el efecto funcional del alelo 620W en
la funcion de las células T en humanos no se ha demostrado todavia. No se
conoce si PTPN22 es un factor de riesgo para el desarrollo de autoanticuerpos per
se, o confiere el riesgo para la progresién de la enfermedad después de la
aparicion de autoanticuerpos.

Una asociacion entre la alteracion de Lyp y la autoinmunidad esta relacionada con
el papel de las PTPs en la atenuacién de rutas de senalizacion a la reactividad
celular inmune. Por otro lado Lyp se puede unir también a Grb2, la cual es una
molécula adaptadora de sefalizacion que esta involucrada en la coestimulacion
mediada por CD28 y en la activacion de las células T. Ademas Lyp también se ha
implicado en la degradacién de otros efectores de la senalizacién, un papel que
puede reflejar su union y modulacién de la molécula adaptadora ¢-Cb1, una ligasa
ubiquitina con efectos inhibidores en la activacion de células linfoides atribuida en

parte a su actividad de proteina degradante.



Figura 2. Sitios potenciales conocidos de la actividad de Lyp. Lyp actda como regulador negativo
del TCR y posiblemente del receptor de antigenos (BCR) y otros receptores y promotores de

crecimiento, los cuales actuan en combinacién con ¢ Cb1 para inhibir a la familia Src de las

proteinas tirosin cinasas (PTKSs) y otros blancos que atendan la activacion celular [65].



Figura 3. Efecto del polimorfismo R620W. El resultado de la sustitucion R620W pronostica el
aumento del umbral de sefalizacion del TCR. En el timo este cambio en la sefalizacion del umbral
podria resultar en la seleccion positiva de timocitos dando como resultado la aparicion de células T
autoreactivas en la periferia. Un segundo mecanismo podria involucrar una sefalizacion reducida
en células T reguladoras, produciendo una deficiencia en la regulacion de células T autoreactivas.

Cada uno de estos mecanismos podrian dirigir a un nivel de susceptibilidad para desé6rdenes

autoinmunes como artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico y diabetes tipo 1 [66].



1.8 TNF-a (factor de necrosis tumoral alpha)

El factor de necrosis tumoral-alpha (TNF-a) es una citocina que tiene una gran
cantidad de actividades pro-inflamatorias [67,68]. Es producido principalmente por
macréfagos y monocitos, aunque también es secretado por otros tipos de células
[69]. TNF-a es una proteina de membrana de 26 kDa (pro-TNF) involucrada en
procesos enzimaticos [70,71], para liberar una molécula soluble de 17 kDa (TNF-
a), que es una proteina glicosilada, la cual puede unirse subsecuentemente a
otros receptores como el receptor 1 (TNF-R1) y el receptor 2 (TNF-R2) de 55y 75
kDa, que se encuentran ampliamente distribuidos en las distintas lineas celulares
[72].

Después de la interaccién de estos receptores con TNF-a se desencadena una
gran variedad de respuestas, que pueden afectar la regulaciéon de un gran nimero
de genes [68].

TNF-a aumenta la expresion del MHC clase | en células T activadas, promueve la
proliferacién de células T dependientes de /L-2 y es un cofactor en la produccién
de células By en la produccién de inmunoglobulinas [73], ademas de su papel en
la regulacién de la inflamacién y apoptosis, dos procesos involucrados en la
patogénesis de LES.

Varias alteraciones en el metabolismo de TNF-a han sido implicadas en diversos
desordenes.

Recientes reportes mostraron el papel de TNF-a en enfermedades autoinmunes y
en diferentes infecciones como ejemplo, se ha asociado a desérdenes como
artritis reumatoide [74], LES [75], enfermedad de Crohn’s [76], malaria cerebral
[77] y leishmaniasis [78]. Estudios mas recientes han dado evidencias del papel
de TNF-a en obesidad y en la resistencia a la insulina [79,80].

En condiciones fisiolégicas posee actividad antitumoral, antiviral y antimicrobiana,
induce el crecimiento tisular, diferenciacién de tejidos e inmunorregulacién. Por
poseer efectos sobre la adhesion leucocitaria, actividad pro-coagulante e influir
sobre la vascularizacion, TNF-a puede llegar a tener repercusiones a gran escala

en el organismo como shock séptico y coagulacién intravascular diseminada [81].



El gen que codifica a TNF-a esta ubicado en la region MHC clase Il del brazo
corto del cromosoma 6, en la regién p21, entre los loci HLA-B (region del MHC
clase I) y HLA-DR (MHC clase ll) (Fig. 4) [81].

La expresion de TNF-a estd genéticamente determinada, esto es, contiene sitios
polimorficos intragénicos que estan relacionados con la secrecion intracelular de
TNF-a [75, 82, 83].siendo esta una evidencia de la regulacién transcripcional de la
expresion del gen [84, 85].

En la region promotora se han descrito varios polimorfismos, los cuales se
encuentran asociados a diversas enfermedades (Fig. 5) [81] de éstos los mas
importantes son : -308 G/A, -238 G/A.

Se ha observado que pacientes con LES tienen niveles elevados de TNF-a, lo que
se ha correlacionado con la presencia de la enfermedad [86].

Ciertas manifestaciones en LES estan asociadas con diferencias en la capacidad
de produccion de TNF-ay se ha sugerido la presencia de ligamiento entre
secuencias polimorficas de TNF-a y la region HLA clase Il, determinan la
capacidad de produccion de TNF-a. [75].

El primero de estos SNPs (-238 G/A) se localiza en la posicion -238 en el sitio de
inicio de la transcripcion, en donde la presencia de adenina (A) define el alelo
menor TNF-238 A, y la presencia de guanina (G) define el alelo mas comun TNF-
238G [87].

El segundo polimorfismo esta localizado en la posicion —308 G/A en donde la
presencia del alelo G define el TNF-308 T1, y el alelo A define el TNF-308 T2 [88].
El alelo A se ha encontrado asociado a LES, sin embargo esto se ha atribuido a
que estd en desequilibrio de ligamiento con los alelos HLA-DR3, aunque esto no
se ha demostrado.

La asociacién de los diferentes alelos de susceptibilidad es particular en las
diferentes poblaciones, por ejemplo en la poblacién Caucasica, el alelo TNF2, se
ha asociado con la susceptibilidad a padecer LES. En pacientes de Sudafrica, se
ha demostrado que el alelo TNF2 y el HLA-DR contribuyen independientemente
para la susceptibilidad al LES, a diferencia de la poblacion Caucésica en donde el

alelo TNF2 esta en desequilibrio de ligamiento con HLA-DR3 [89].



Figura 4. Locus del gen TNF-a en el genoma humano [81].



Figura 5. Localizacion de los distintos polimorfismos en la regién promotora del gen TNF-a

[81].



lll. JUSTIFICACION

A la fecha existen pocos estudios sobre las bases genéticas del LES en poblacién
mexicana Yy estos se encuentran enfocados principalmente a poblacién adulta; sin
embargo, debido a que LES es una de las enfermedades autoinmunes que se
presentan con mayor gravedad en la infancia representando un elevado costo
socio-economico, que afecta principalmente al sexo femenino alcanzando una
incidencia maxima después de la adolescencia y que actualmente se conoce poco
de la etiopatogenia es necesario identificar los posibles factores genéticos de
riesgo existentes en poblacion pediatrica mexicana que se encuentran asociados
al fenotipo de la enfermedad. De esta manera, el conocimiento generado se pueda
utilizar para implementar medidas preventivas, de diagnéstico y tratamiento

enfocadas a darle una mejor calidad de vida al paciente.



IV. OBJETIVOS

IV.1 General
% Determinar si los SNPs localizados en los genes TNF-a y PTPN22 se
encuentran asociados a la susceptibilidad para desarrollar LES en
poblacion pediatrica mexicana.
IV.2 Particulares
% Determinar la frecuencia de los SNPs -238 G/A, -308 G/A y 1858 C/T
localizados en los genes TNF-a y PTPN22 en una muestra de individuos

sanos y pacientes con LES en poblacién pediatrica mestizo mexicana.

% Determinar si existe asociacién de estos SNPs con la susceptibilidad para
desarrollar LES en poblacién mexicana.

% Comparar las frecuencias analizadas con otras poblaciones estudiadas.

V. HIPOTESIS

Los SNPs -238 G/A, -301 G/A y 1850 C/T localizados en los genes TNF-a y
PTPN22 se encuentran asociados a la susceptibilidad para desarrollar LES en

poblacion pediatrica mexicana.



VI. MATERIAL Y METODOS

VI.1 Diseno del estudio: Estudio de casos y controles, transversal, prospectivo y

comparativo.

V1.2 Estrategia general:

% Poblacién de estudio. Se captaron 250 pacientes con diagnostico de LES
antes de los 16 afnos de edad, de acuerdo con los criterios del ACR. Las
muestras fueron obtenidas de los pacientes y familiares que aceptaron
firmar la carta de consentimiento informado (anexo 1). Los pacientes se
captaron en la consulta externa de reumatologia de los Hospitales de
Pediatria, del Centro Médico Nacional S-XXI, Centro Médico “La Raza“
Hospital Infantil de México e Instituto Nacional de Pediatria. Se incluyeron
como controles 350 individuos sin antecedentes de enfermedades

autoinmunes o crénicas y captados de un banco de sangre.

% En todos los casos se procedio a la extraccion del DNA gendmico a partir
de leucocitos de sangre periférica (5-10 ml) con EDTA como
anticoagulante, utilizando la técnica convencional de fenol-cloroformo y
precipitacion con etanol [90]. Alternativamente la extraccion de DNA se
realiz6 mediante un Kit PUREGENE (Gentra Systems, USA). La integridad
del DNA fué verificada en un gel de agarosa al 1% tefido con Bromuro de
Etidio.

% Se disenaron los oligonucleétidos (Tabla 5) y las sondas (Tabla 11)

correspondientes para cada analisis.

% EIl analisis molecular para la genotipificacién de los SNPs se realiz6 por
diferentes metodologias como Tag-Man ® y RFLPs (fragmentos de

restriccion de longitud polimérfica).



% La asociacién se determin6 a través del software StatCalc (Epi Info 2005;
Centers for disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia, USA).
Valores de P por debajo de 0.05 se consideraron como estadisticamente

significativos.
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V1.3 Estudio clinico:

% Se captaron 250 pacientes diagnosticados clinicamente y por estudios de
laboratorio y gabinete con LES antes de los 16 afios de edad, tomando en
cuenta los criterios del ACR, asi como 355 controles sanos. Los pacientes
se captaron en la consulta externa de reumatologia de los Hospitales de
Pediatria, Centro Médico Nacional S-XXI, Centro Médico “La Raza”,

Hospital Infantil de México e Instituto Nacional de Pediatria.

VI1.3.1 Criterios de Inclusion:

% Se incluyeron en el estudio pacientes mexicanos con diagnéstico de LES de
inicio antes de los 16 anos de edad, que cumplieron con al menos 4 de los
11 criterios establecidos por el ACR y que aceptaron firmar la carta de
consentimiento informado. Se incluyeron también controles sanos mayores
de 18 anos, sin antecedentes de enfermedades autoinmunes (determinado
por la aplicacion de un cuestionario), pareados por sexo. Todos los
individuos eran mestizos- mexicanos. Se consideraron como mestizos-
mexicanos, aquellos individuos quienes en sus dos Ultimas generaciones

hayan nacido en México y que no refieran antecedentes extranjeros.

VI1.3.2 Criterios de Exclusion:

% Pacientes con cualquier enfermedad cronica o autoinmune. Controles con
SIDA, hepatitis u otra enfermedad infecto-contagiosa, con antecedentes de
enfermedades autoinmunes, por razones de seguridad.

% Los pacientes transfundidos en los ultimos 3 meses fueron excluidos en

forma temporal.



VI1.3.3 Calculo de tamano de muestra:

El tamano de la muestra requerido para el estudio fue estimado de acuerdo a

lo siguiente:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

0

Las frecuencias alélicas previamente reportadas de los SNPs

El valor de la prevalencia de la enfermedad en la poblacién (Kp), debido a
que no existen datos de prevalencia de LES en poblacién mexicana, se
tomé el valor mas bajo de la enfermedad reportada en una poblacidén

latinoamericana (brasilefia) que es de 0.01% [91].

El poder deseado es del 80% con un nivel de significancia es de 0.05, con
una hipétesis alternativa de 2 colas.

Se utilizé un rango de valores de riesgo relativo, que abarca los descritos
para los SNPs a analizar, para detectar o descartar una asociacién con los
mismos odds ratio detectada en estudios previos (odds ratio de 1.8 para
PTPN22y de 3.62 para TNF-a) [92].

Se utilizé un limite de confianza del 95% (1-a=95), en el contexto de estimar
un rango de valores (calculado en la muestra) en el cual se encuentra el

verdadero valor del pardmetro, con una probabilidad determinada.

De esta manera el nUmero de tamano de muestra requerido para nuestro

estudio fue de: 206 pacientes, teniendo un poder estadistico del 80%.



V1.4 Estudio molecular:

VI1.4.1 Extraccion de DNA gendmico a partir de sangre periférica por medio
de la técnica fenol-cloroformo y precipitacion con etanol:

Se colect6 una muestra de 10-15 ml de sangre periférica en tubos con EDTA al
5% como anticoagulante. Se centrifugaron las muestras a 2,500-3,000 rpm
durante 20 min (para separar eritrocitos, leucocitos y plasma). Se tomo la capa de
leucocitos y se vacié a un tubo estéril. Se resuspendieron en 6 ml de amortiguador
para lisis de células rojas (RCLB), el cual contiene Tris-HCI 10 Mm, pH=7.6,
MgCl, 5Mm y NaCl 10 Mm, para eliminar eritrocitos que hubieran quedado en la
muestra. La mezcla anterior se centrifugd a 2, 500 rpm/10 min, para separar los
leucocitos de otros componentes, se decantd el liquido y se lavd el boton de la
misma forma. Posteriormente se centrifugd a 2, 500 rpm durante 10 min, se
decant6 el liquido y se resuspendié el boton en 2 ml de amortiguador (WCLB) el
cual contiene Tris-HCI 10 mM pH=7.6, EDTA 10 Mm pH=8.0, NaCl 50 mM, SDS
0.2% y proteinasa K=200 mg/ml. Se tap6 el tubo con parafilm y se incub6 a 42°C
en bafo maria durante toda la noche para que la proteinasa K degradara las
proteinas. Se agregaron 2 ml de fenol (pH>7.6) amortiguado con amortiguador
Tris- 1 M, se agitdé con vortex durante 20 segundos y después se agitd
suavemente durante 10 min. Se centrifugd a 2, 500 rpm durante 10 min. Se pasé
la fase acuosa a un tubo previamente identificado y evitando remover la fase
intermedia (proteica) con ayuda de una pipeta Pasteur.

Se agregd a cada tubo 1 ml de fenol amortiguado con Tris 1 My 1 ml de
cloroformo y se agité suavemente durante 10 min. Las muestras se centrifugaron a
2, 500 rpm durante 10 min se extrajo la fase acuosa y se puso en un tubo estéril.
Se agregaron 2 ml de cloroformo-alohol isoamilico (24:1) a cada tubo y se agit6é
suavemente durante 10 min. Se centrifugd a 2, 500 rpm durante 10 min, se extrajo
la fase acuosa y finalmente se agregd 60 ul de NaCl 1 M y etanol 6 M. El DNA se
recuperd con un asa de vidrio y se enjuagé con etanol al 70%. Posteriormente se
dejé secando hasta la evaporacion total del etanol y se resuspendié en 200 ul de

agua bidestilada estéril.



Se verifico la integridad del DNA extraido en un gel de agarosa al 1% tenido con
bromuro de etidio (5 mg/ml). La electroforesis se corrié a 100 volts por 20 min y se

observd con un transluminador con luz ultravioleta.

V1.4.2 Extraccion de DNA gendmico a partir de sangre periférica por medio
de un Kit comerical GENTRA:

Se centrifugd la muestra de sangre total (periférica) a 2,500-3,000 rpm durante 20
min. Una vez centrifugada la muestra se extrajo con sumo cuidado la capa de
leucocitos formada en la interfase del plasma y los glébulos rojos. Esto se realizé
con una pipeta Pasteur y en un tubo limpio y seco. Al tubo con los leucocitos, se le
agregaron de 8-10 ml de RCLB (Red Cell Lysis Buffer, el cual contenia: Tris-HCI
10 Mm pH 7.6, MgCl, 5Mm y NaCl 10 mM) tratando de que se llene tres cuartas
partes del volumen del tubo. Se agité vigorosamente la muestra en un vortex cerca
de 2 minutos. Se centrifugd 2,500-3,000 rpm por 10 min. Se elimin6d el
sobrenadante y se agreg6é el mismo volumen de RCLB. Se realiz6 un nuevo
lavado centrifugando 2,500-3,000 rpm/10 minutos. Al sedimento obtenido se le
adicionaron 500 ul de RCLB agitando vigorosamente en vortex hasta resuspender
totalmente el sedimento. Se agregaron 3 ml de WCLB (White Cell Lysis Buffer, el
cual contiene Tris-HCI 10 mM pH7.6, EDTA 10 Mm pH 8.0, NaCl 50 Mm, SDS
0.2% ) agitando vigorosamente en vortex. Se agregé 1 ml de precipitador de
proteinas agitando el tubo x 20 segundos. Se centrifugd la muestra a 3500 rpm x
5 minutos transfiriendo el sobrenadante a un tubo limpio y seco. Para la
precipitacion del DNA se agregé isopropanol al 100% en proporciéon 1:2 o 1:1 al
volumen de sobrenadante obtenido en el paso anterior, se agit6 suavemente por
inversién, hasta obtener las fibras de DNA. Se evité agitar vigorosamente para no
compactar las fibras de DNA, lo que haria mas dificil el trabajo. Se retird6 el DNA
con ayuda de una pipeta de punta en gancho, realizando movimientos giratorios
en torno a las hebras formadas. Se secé al aire y a temperatura ambiente. Para el
lavado del DNA en un tubo limpio se colocé cerca de 1 ml de etanol al 70% y se
enjuagé el DNA por inmersién, introduciendo y retirando la punta de la pipeta



varias veces y con mucho cuidado, enseguida se sec6 al aire y a temperatura
ambiente. En un microtubo rotulado el cual contiene 90 ul de solucién hidratante,
el DNA se suspendié con movimientos suaves para desprenderlo de la pipeta. El
tubo se tapd cuidadosamente y se mantuvo a — 20 °C, o bien a 4°C una alicuota.

Se verificd la integridad del DNA extraido en un gel de agarosa al 1% tefido con
bromuro de etidio (5 mg/ml). La electroforesis se corrié a 100 volts por 20 min. y se

observé con un transluminador con luz ultravioleta.

V1.4.3 Diseno de oligonucledtidos:

Los oligonucleétidos empleados para los polimorfismos —238 y —308 del gen TNF-
a se disefiaron de acuerdo a la secuencia reportada por Hernandez-Pacheco et

al.2003 (Tabla 5) [93].

Tabla 5. Oligonucledétidos utilizados para la amplificacién de SNPs del gen TNF-a

Region Primer F (5-3°) Primer R (5°-3’)

-238 AAACAGACCACAGACCTGGTC CTCACACTCCCCATCCTCCCGGATC
-308 GAGCAATAGGTTTTGAGCGCCAT GGGACACACAAGCATCAAG

Los oligonucledétidos se centrifugaron por 15 seg y se reconstituyeron con 500 pyL
de agua destilada. Se realiz6 una dilucién 1:200. El tamafno de los oligonucleétidos
se comprobd por medio de un PCR y utilizando un marcador de 100 pb en un gel
de agarosa al 1% teinido con bromuro de etidio (5 mg/ml).



V1.4.4 Reaccion en Cadena de la polimerasa:

X/
L X4

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificacion en
forma exponencial de un fragmento de DNA (Fig.6) [94]. Para este trabajo
se empled el DNA de cada paciente asi como el de los controles y los
oligonucléotidos arriba mencionados del gen TNF-a (Tabla 5).

Los ciclos que definen la PCR son :

Desnaturalizacién a 94°C. Durante este paso, las dos hebras del DNA

duplex se separa por el aumento de la temperatura.

Alineacién a 54°C. Aqui los oligonucleétidos se hibridan especificamente

con el templado de DNA.

Extensién a 72°C. los oligonucleétidos son extendidos mediante una DNA

polimerasa.

V1.4.5 Andlisis molecular del GEN TNF-a polimorfismo —238.

1. En un microtubo de 0.5 mL, se mezclaron en el siguiente orden los reactivos

presentados en la Tabla 6.



Tabla 6. Condiciones para la reaccion en cadena de la polimerasa del
polimorfismo —238 del gen TNF-a

Reactivos 1 muestra (pL)
DNA 3.0
Amortiguador 2.5
MgCl> 1.25
Nucleotidos 2.0
Primer F 1.5
Primer R 1.5
DMSO 0.5
Enzima AmpliTag® 0.5
H20 12.25
Vol. Final: 25

2. Se colocé el DNA de cada paciente en un tubo de reaccién y después se le
adicioné la mezcla de reaccion anterior.

3. Dicha mezcla se homogeniz6é suavemente por agitacion y se colocé en un termo
ciclador (Termal Cycler 9600 de Perkin Elmer) con el siguiente programa:

Condiciones de los ciclos:

94° C/2 min. 94° C/12 seg.
94° C/20 seg. 60° C/20 seq.
59° C/30 seg. 72° C/7 min.
72° C/30 seq. Total de ciclos =35

5. Una vez que concluy6 la amplificacién, se tomaron 5 ul del amplificado y se
mezclaron con 5 ul de colorante acarreador para verificar el producto amplificado
por electroforesis en gel de agarosa al 3% (1.5 g de agarosa/50 mL de TBE 1X),
con un corrimiento a 100 volts por 15 min. El gel se tifi6 con 7.3 pl de bromuro de

etidio (5 mg/mL), y se observ6 en un transiluminador (con luz UV). Se utilizé 1 ug



del marcador de pesos moleculares (DNA Ladder 100 pb) para cotejar el

amplificado.
V1.4.6 Analisis molecular del GEN TNF-a polimorfismo —308.

1. En un microtubo de 0.5 mL, se mezclaron en el siguiente orden los reactivos

presentados en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones para la reaccion en cadena de la polimerasa del
polimorfismo —308 del gen TNF-a

Reactivos 1 muestra (pL)
DNA 3.0
Amortiguador 2.5
MgCl» 1.55
Nucleotidos 2.0
Primer F 1.0
Primer R 1.0
DMSO 0.5
Enzima AmpliTag® 0.5
H20 15.0
Vol. Final: 25

2. Se colocé el DNA de cada paciente en un tubo de reaccién y después se le

adiciond la mezcla de reaccion.

3. Dicha mezcla se homogeniz6é suavemente por agitacion y se colocé en un termo
ciclador (Termal Cycler 9600 de Perkin Elmer) con el siguiente programa:

Condiciones de los ciclos:

949 C/3 min. 592 C/ 1 min.

94° C/30 segq. 72° C/2 min.
Total de ciclos =35



5. Una vez que concluyé la amplificacion, se tomaron 5 ul del amplificado y se
mezclaron con 5 ul de colorante acarreador para verificar el producto amplificado
por electroforesis en gel de agarosa al 3% (1.5 g de agarosa/50 mL de TBE 1X),
con un corrimiento a 100 volts por 15 min. El gel se tifidé con 7.3 ul de bromuro de
etidio (5 mg/mL), y se observd en un transiluminador (con luz UV). Se utiliz6 1 ug
del marcador de pesos moleculares (DNA Ladder 100 pb) para cotejar el
amplificado.



Figura 6. Reaccion en cadena de la polimerasa. La cual consiste en una serie de ciclos, que
pueden ser definidos en los siguientes pasos 1: desnaturalizacion, 2: Alineacion y 3: Extensién
[94].



V1.4.7 Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica RFLPs para el gen
TNF-a :

Los RFLPs son cambios o variaciones en la molécula de DNA que eliminan o
crean un sitio de restriccion para una endonucleasa especifica.
En esta técnica el DNA gendmico se tratd con enzimas de restriccién (Tabla 8),

las cuales generan un patrén unico y especifico de restriccién.

Tabla 8. Enzimas de restriccidn utilizadas para los polimorfismos —238 y —308 del
gen TNF-a.

Region Enzima
TNF-238 BamHI
TNF-308 Ncol

V1.4.8 Andlisis molecular del GEN TNF-a polimorfismo —238.

1. La reaccion de digestion se llevé a cabo en tubos de reaccion con la mezcla
mostrada en la tabla 9.

Tabla 9. Condiciones para la restriccion de la secuencia del polimorfismo —238
del gen TNF-a.

Reactivos 1 muestra (L)
Amortiguador 2.5
BamHI 0.5-0.7
H20 2.0-1.8
Vol. Final: 5

2. La mezcla de restriccion anterior se incubd 12 hrs. a 37°C.



3. Posteriormente se tomaron 5 ul del producto restringido para analizarlos en un
gel de acrilamida al 15% y se corrié en una fuente de poder a 100 volts durante 30
min. La tincion del gel se realizé con 50 mL de TBE 1X/20 pL durante 5-10 min. y

se observd en un transiluminador (con luz UV).

V1.4.9 Andlisis molecular del GEN TNF-a polimorfismo —308.

La reaccién de digestién se llevé acabo con las condiciones senaladas en la tabla
10.

Tabla 10. Condiciones para la restriccion de la secuencia del polimorfismo —
308 del gen TNF-a.

Reactivos 1 muestra (L)
Amortiguador 25
Ncol 0.5
H.O 2.0
Vol. Final: 5

2. La mezcla de restriccion anterior se incubd 12 hrs. a 37°C.

3. Posteriormente 5 ul del producto restringido fueron analizados por electroforesis
en geles de acrilamida al 15% a 100 volts durante 30 min. La tincion del gel se
realiz6 con bromuro de etidio contenido en 50 mL de TBE 1X/20 yL durante 5-10

min. y se observé en un transiluminador (con luz UV).



VI.5.0 Método fluorescente de 5’ exonucleasa (TagMan®):

Para cada ensayo de discriminacion alélica se disefiaron 2 sondas especificas
marcadas en el extremo 5’ con fluorocromos diferentes, VIC para el alelo 1 y FAM
para el alelo 2 (Tabla 11), ademas ambas sondas tendran en el extremo 3’ un
“‘guencher” (TAMRA) el cual mientras la sonda permanece intacta, inhibe la
fluorescencia (Fig. 7). Durante la reaccién de PCR los primers hibridan con una
secuencia especifica del templado del DNA. Si éste contiene la secuencia
polimérfica, la sonda de TagMan también hibrida con su secuencia homologa.
Durante la PCR, la Amplitag Gold, que tiene actividad tanto de DNA polimerasa
como de exonucleasa 5’-3’, es capaz de digerir la sonda marcada durante la
amplificacion y liberar el colorante fluorescente de la accion del “quencher”; de tal
manera que dadas las condiciones de astringencia utilizada durante la reaccion,
séblo la sonda especifica para el polimorfismo presente sera capaz de hibridar. Por
lo tanto es posible diferenciar un alelo del otro con base en el tipo de fluorescencia
emitida.



DISCRIMINACION ALELICA

AGCTAATT
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tVIC dye = homocigoto para alelo 1
ﬁFAM dye = homocigoto para alelo 2

tVIC +ﬁ FAM dye = heterocigoto para alelos 1 + 2

Figura 7. Discriminacion alélica. La sonda que hibrida perfectamente con la secuencia blanco es
escindida por la Tag polimerasa, mientras que la diferencia en un solo nucleétido reduce la
eficiencia de union de la sonda a la secuencia blanco y por lo tanto su degradacion. De esta forma,
la presencia en la sefal para solo uno de los reporteros indicara homocigocidad para el nucleétido
dimorfico que reporta fluorescencia especifica; mientras que si se observa fluorescencia de VIC y

FAM es un indicativo de heterocigosidad (Modificado de Applied Biosystems México).



VI.5.1 Analisis molecular del GEN PTPN22 y TNF-a por el método 5
exonucleasa (Taq-Man®).

La genotipificacion de los polimorfismos 1858 C/T, —238 A/G y -308 A/G de los
genes PTPN22 y TNF-a respectivamente, fueron analizados usando el sistema
Tag-Man® discriminacion alélica 5° (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

1. En una placa de 96 pozos, se colocaron 2 ul de cada una de las muestras de
los casos y los controles, 3ul de la sonda especifica para cada gen las cuales se

muestran en la tabla 11.

2. Posteriormente se introdujo cada una de las placas al Tag-Man® y se dejaron

correr las muestras durante 2 horas, hasta el momento de su lectura.

3. La reacciéon en cadena de la polimerasa se llevd a cabo con el siguiente

programa:

Condiciones de los ciclos:

952 C/10 min.
92° C/15 seg.
602 C/ 1 min.

Total de ciclos =40



Tabla 11. Disefio de sondas Tag-Man®.

Gen Secuencia VIC FAM
TNF-238 | F GGCCCAGAAGACCCCCCTCGG AATCBGAGCAGG AATCBGAGCAGG
R GAGGATGGGGAGTGTGAG
TNF-308 | F CCAGCTTCCTCAACCACAATAAATG | TCAGGTGTCCHBTACAGG | TCAGGTGTCCEBTACAGG
R CAACTGCTCCAAGGATAGATGATGA
PTPN22 | F CCAAAAGAAATGGAGGCAATAGGTT CCCGTCCEBCATGCC CCCGTCCICATGCC

R GTGTAGGACCCTGGACTGAAC




VII. ANALISIS ESTADISTICO:

% Las frecuencias genotipicas y alélicas de todas las variantes genéticas,
fueron obtenidas por conteo directo. El analisis estadistico para comparar
las distribuciones genotipicas y alélicas se realizé utilizando la X2, en tablas
de contingencia de 2x2 combinadas. La razén de momios (OR) y los
intervalos de confianza del 95% (Cl) fueron calculados de acuerdo al
método de Woolfs. El programa que se usé fue el Statcalc (Epi Info 2005;
Centers for disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia, USA). Los

valores de probabilidad (p) < 0.05 fueron considerados significativos.



Viil. RESULTADOS:

Para este estudio se incluyeron 250 pacientes pediatricos con LES y 355 controles
sanos sin antecedentes de enfermedades autoinmunes, los cuales fueron
pareados por sexo. Todos los pacientes fueron menores de 16 anos de edad. De
los 250 pacientes, 214 eran mujeres (85.6%) y 36 hombres (14.4%).

Discriminacion alélica del gen PTPN22

La distribucion de los genotipos se encontré en equilibrio de Hardy-Weinberg en
ambos grupos. La Tabla 12, muestra las frecuencias genotipicas y alélicas del gen
PTPN22 de los pacientes con LES comparada con los controles, en donde
podemos observar que éstas mostraron una fuerte evidencia de asociacion con el

riesgo a padecer LES en pacientes pediatricos mexicanos.

El genotipo C/T se encontrd con una mayor frecuencia para los casos siendo ésta
del 6.8% comparada con el 2.3% obtenido en los controles, alcanzando asi
valores estadisticamente significativos con un valor de P = 0.0057 y un OR de
3.17 (95 %Cl 1.34-7.45).

El genotipo homocigoto T/T no se encontrd ni en los pacientes ni en los controles.
Al obtener la frecuencia del alelo de riesgo 1858T, observamos que a pesar de
que muestra un valor relativamente bajo (3.4%) comparada con lo reportado en
colombianos, espanoles, suecos y caucasicos [95-98] (Tabla 13), este alelo
muestra una fuerte asociacién con un valor OR de 3.09 (95% CI 1.32-7.21) para
poblacion pediatrica mexicana.

Discriminacion alélica del gen TNF-a

La Tabla 14 muestra la distribucién genotipica y alélica en 241 pacientes con LES
y 346 controles sanos, en donde se observa que el genotipo —238 G/G es el que
se encuentra con una mayor frecuencia en ambos grupos. La comparacion de los
genotipos no mostré asociacioén al riesgo a padecer LES (P =0.11757). Asi mismo

al obtener las frecuencias alélicas podemos observar que no existe una diferencia



Tabla 12. Distribucién genotipica y alélica del polimorfismo 1858C>T del gen

PTPNZ22 en pacientes pediatricos con LES y controles sanos.

SNP LES CONTROLES X* P OR (95% ClI)
(n=250/500) (n=355/710)
Genotipo
1858C >T
CcC 233 (93.2) 347 (97.7)
CcT 17(6.8) 8 (2.3) 7.65 0.0057 | 3.17 ( 1.34-7.45)
TT 0 (0) 0 (0)
Alelos
C 483 (96.9) 702 (98.9)
T 17 (3.4) 8(1.1) 7.49 0.0062 | 3.09(1.32-7.21)




Tabla 13. Distribucién del alelo 1858T del gen PTPN22 en diferentes poblaciones

Poblacion LES Controles P OR(95% CI)
n/N (%) n/N (%)
Pediatricos
Mexicanos 17/550(3.4) 8/710(1.1) 0.0062 3.09 (1.32-7.21)
Caucasicos™ 133/1050(12.6) 339/3,922(8.6) 0.00010 1.53 (1.23-1.89)
Americanos
Espaiioles® 66/676(9.8) 71/1024(7) 0.03 1.45 (1.01-2.09)
Colombianos® 30/286(10) 27/616(4) 0.001 2.56 (1.49-4.39)
Suecos”’ 189/1142(16.5) 256/2084(12.3) 0.0007 1.41 (1.15-1.73)




Tabla 14. Distribucién genotipica y alélica del polimorfismo —238 A>G del gen

TNF-a en pacientes pediatricos con LES y controles sanos.

SNP LES CONTROLES P OR (95% CI)
(n=241/482) (n=346/692)

Genotipo
-238 G>A

GG 217(90.04) 325(93.9)

GA 23(9.54) 20(5 0.11757

AA 01(0.42) 01(0.

Alelos
G 457(94.8) 670(96.8)
A 25(5.2) 22(3.2) 0.1153 1.67(0.89-3.11)




significativa del alelo de riesgo TNF A entre casos (5.2%) y controles (3.2%)
obteniendo un valor de P = 0.1153 .

Del mismo modo el polimorfismo —308 del gen TNF-a no mostré frecuencias
genotipicas que fueran estadisticamente significativas, ya que el genotipo G/A
mostré6 una P =0.0985, y las frecuencias alélicas obtenidas mostraron de igual
modo que no hay diferencia del alelo de riesgo TNF A en ambas poblaciones
mostrando una P =0.06362 con un OR de 1.62 (95% Cl 0.98-2.69) (Tabla 15).



Tabla 15. Distribucion genotipica y alélica del polimorfismo —308 G>A del gen

TNF-a en pacientes pediatricos con LES y controles sanos.

SNP LES CONTROLES P OR (95% CI)
(n=241/482) (n=346/692)

Genotipo
-308 G>A

GG 205(85.1) 314(90.2)

GA 35(14.5) 34(9.8) 0.0985

AA 01(0.4) 0

Alelos
G 445(92.3) 662(95.11)
A 37(7.67) 34(4.8) 0.06362 1.62(0.98-2.69)




IX. DISCUSION:

Las enfermedades autoinmunes (EAs) afectan a méas del 5% de la poblacion
mundial [99]. Ademas de que las EAs poseen ciertas caracteristicas que sugieren
un agente etiolégico y mecanismos comunes, su co-ocurrencia en familias, dirige
a la hipétesis de que éstas patologias tienen el mismo fondo genético [100-102].
El LES es el prototipo de este grupo de enfermedades, en donde la respuesta
inmune esta dirigida contra una amplia variedad de antigenos propios. Se
caracteriza por dano a multiples 6rganos y sistemas, lo que causa una gran
diversidad en los sintomas clinicos. Esta entidad tiene una prevalencia
aproximada de 1: 2000 (segun sea el grupo étnico) [562]. La etiologia de la
enfermedad aun no estd clara, pero se sabe que el LES es una entidad
multifactorial donde los factores genéticos y ambientales en conjunto, dirigen a un
individuo susceptible al desarrollo de la enfermedad. En los ultimos afos, se han
realizado varios analisis del genoma completo en LES y se han identificado
alrededor de 60 loci potenciales de susceptibilidad [55, 103-106],en donde a
través del andlisis de ligamiento y estudios de asociacién se ha podido conocer
mas sobre su etiopatogenia, sin embargo hasta el momento las bases genéticas
en el LES de inicio en la edad pediatrica, son inciertas, ya que los pocos estudios
dirigidos a la caracterizaciébn de los factores genéticos involucrados en la
susceptibilidad al LES se han realizado en pacientes adultos, aunado a esto, los
estudios de asociacion realizados en otras poblaciones no pueden ser
extrapolados a nuestra poblacién, debido a que las diferencias alélicas varian
substancialmente en los diferentes grupos étnicos [99]. Asi, el objetivo de este
trabajo fue determinar si los SNPs localizados en los genes TNF-a y PTPN22, se
encuentran asociados a la susceptibilidad para desarrollar LES en poblacién
pediatrica mexicana.

Debido a su importancia funcional como regulador negativo de la activacion de
células T y a que su posicion en la region cromosdmica muestra ligamiento para
LES y AR [57,107], el gen PTPN22, el cual es una tirosin fosfatasa especifica de

linfocitos T, es un gen candidato para el desarrollo de enfermedades autoinmunes.



En el presente estudio, nosotros encontramos asociacion entre el polimorfismo
funcional 1858 C/T y la susceptibilidad para desarrollar LES (Tabla 12), lo cual
puede ser explicado por que este polimorfismo elimina la interaccién de Lyp y
Csk, evitando asi la formacion de este complejo, y por lo tanto la supresiéon de la
activacion de células T, condicibn que puede resultar en una respuesta
autoinmune [66,108]. El alelo T mostrd asociacion con LES en nuestra poblacién
sugiriendo que este SNP influye en la baja regulacion y en la proliferacién
persistente de células T activadas policlonalmente, asi como en la liberacion de
citocinas por células T en reposo. Cuando existe el polimorfismo R620W en donde
hay una sustitucién de una arginina (R) por un triptofano (W) se elimina el sitio de
union de la proteina con Csk; es probable que existan cambios en la regulacién de
Lck y por lo tanto una pérdida de la regulacion negativa de la sefnalizacion del
receptor de células T y posiblemente, desarrollo de autoinmunidad.

La baja frecuencia del alelo T en el grupo de pacientes pediatricos (3.4%),
comparada con los estudios previamente reportados en otras poblaciones para los
adultos (Tabla 13), puede ser explicada por las diferencias étnicas entre
poblaciones; es posible que el alelo PTPN22 1858T se encuentre relacionado con
la gravedad de la enfermedad, sin embargo el OR encontrado para nuestra
poblacion de pacientes pediatricos muestra una fuerte asociaciébn con la
susceptibilidad a LES (OR=3.09) comparado con lo reportado en otros grupos
(Tabla 13). Estas diferencias, pueden ser debidas a la heterogeneidad genética y
el origen étnico de las poblaciones estudiadas. Cabe destacar que en el LES
pediatrico los sintomas tienden a ser mas graves y presentan un curso clinico mas
agresivo que en los pacientes adultos. Ademas, segun Begovich et al. 2004[62],
el alelo de riesgo 1858T es menos comun en poblaciones hispanas vy
afroamericanas que en poblaciones blancas norte-americanas, nuestros
resultados confirman lo observado por Begovich, pues en nuestra poblacién no se
encontré ningun genotipo homocigoto para el alelo de riesgo 1858T. Otros
estudios han reportado asociacion del polimorfismo 1858C/T en poblacién norte-
americana, en donde se muestra un elevado valor de (OR =4.37) comparado con
los otros grupos estudiados, sugiriendo un efecto de dosis génica para los



homocigotos del alelo T, lo cual podria provocar una reduccién mas severa en la
unibn de Lyp con Csk que lo observado en los individuos heterocigotos,
reduciendo asi de una manera importante la capacidad en la regulacion de las
células T y de ésta manera confiriendo un alto riesgo para individuos homocigotos
para T [98].

Para tratar de entender el papel de los polimorfismos del gen TNF-a en el
desarrollo de LES en pacientes pediatricos, se analiz6 la distribucién genotipica y
alélica de los siguientes SNPs —238 G/A, y —308 G/A, debido a que este gen es
bien conocido por su participacion en la regulacién de la inflamacion y en los
procesos apoptoticos, los cuales se encuentran asociados a la patogenia de la
enfermedad.

Multiples asociaciones genéticas han sido identificadas actualmente, la mayoria
de éstas sugieren que el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) se
encuentra involucrado en la susceptibilidad a LES [109]. Actualmente no esta
claro si las asociaciones reportadas del HLA-DRB*1 con los alelos TNF con LES
representa genes independientes o son secundarios al fuerte desequilibrio de
ligamiento que es una caracteristica del la regiéon del MHC.

El gen TNF-a estd localizado dentro de la region del MHC clase Il en el
cromosoma 6p21.3 [113]. TNF-a estimula la produccién de citocinas aumentando
la expresion de moléculas de adhesién y la activacién de neutréfilos y actia como
un co-estimulador para la activacion de células T y la produccion de anticuerpos.
Varios estudios han encontrado un aumento en los niveles de TNF-a en pacientes
con LES comparado con controles, lo que sugiere que éste se encuentra
involucrado con la patogénesis de LES [86].

Sin embargo aunque la participacion de TNF-a en la patogénesis del LES no esta
clara, sabemos que diferencias pequefas en la produccion de esta citocina
pueden resultar en autoinmunidad.

En el caso de nuestro trabajo los resultados mostraron que para el grupo de
pacientes pediatricos con LES, no existe asociacién alguna con los polimorfismos
estudiados; por otro lado, se ha demostrado en algunos estudios que la posicion —



238 no tiene relevancia fisiolégica [110,111], lo cual corresponde a lo encontrado
en nuestra poblacion.

Sin embargo, en un estudio realizado para el caso de los mexicanos adultos [92],
se sugiere que hay una asociacion entre TNFA-238 y LES, la cual puede ser el
resultado del desequilibrio de ligamiento entre alelos TNF y DRB en pacientes
mexicanos y que en combinacién podrian ser importantes para la susceptibilidad
genética.

En relacién a lo anterior, las diferencias que existen entre los resultados obtenidos
de los pacientes pediatricos comparados con los adultos, pueden ser debidas al
namero de pacientes utilizados (51 pacientes) [92], lo cual puede dirigir a falsos
positivos, ademas de que la interaccion de los genes en el LES pediatrico se
encuentra relacionada al grado de exposicion de los diversos factores
ambientales, los cuales permanecen desconocidos.

Para el polimorfismo TNF2-308, se han reportado varios estudios en donde se ha
podido demostrar la asociacién (Tabla 16), por ejemplo en el caso de los
caucasicos de EUA [112], hay una asociacién del TNF-308A y el genotipo IL-1a —
889 C/C, lo que sugiere una fuerte evidencia de interaccion entre la variante
alélica TNF-308A y otras citocinas pro-inflamatorias, dadndonos una evidencia de
epistasis entre estos dos genes [112].

Para las poblaciones afro-americanas [113] y caucasicos de Leiden (Holandeses)
[114], se enconitr6 que el alelo TNFA-308 y HLA-DR3 son factores de
susceptibilidad independientes, ademas de que se observé un efecto de dosis
génica para individuos homocigotos del alelo de riesgo, lo cual aumenté
significativamente los valores de OR. Para el caso de los caucasicos de Inglaterra
[89],se observa que el polimorfismo —308 del gen TNF-a se encuentra en
desequilibrio de ligamiento con DR3. Sin embargo en un estudio reciente, a través
de un meta-analisis de los estudios de asociacion publicados y estratificando por
origen étnico se detecta que el alelo TNF-308A presenta una asociacién
significativa en muestras de europeos, pero no en muestras de pacientes de
origen africano y asiatico [115].



Tabla 16. Asociacion del polimorfismo del gen TNF-a -308 en diferentes

poblaciones.

Alelo asociado /

Poblacién o
LES/ Control haplotipo P OR(95%Cl)
TNF-308 GA o
Caucasicos, AA
Carolina, EUA'" (86/203) con IL-1a —889 0.013 -
C/C
ciuEElEny dl-gleru-i:Isigﬁoege
Inglaterra® (98/192) i 0.042 1.85(1.05-3.25)
igamiento con
DR3
- TNF-308 y HLA-
Caucasicos
Leiden'" (99/177) DR3 fact.orlgs de 3 5.0 (2.8-8.8)
susceptibilidad
independientes
Afro- TNFA-308 y HLA-
Americanos'" (88/64) DR3 factores de 0.0052 4.44(1.50-13.3)

susceptibilidad
independientes




Las diferencias en las frecuencias alélicas entre las poblaciones, pueden deberse
a los distintos alelos HLA-DR3 encontrados para cada poblacion, siendo para los
caucasicos el DRB1*0301 el alelo mas comun y para los afro-americanos el
DRB1*0302 [114].

Diversos estudios han sugerido que el alelo —308A TNF es un importante factor de
susceptibilidad [89,116], sin embargo el aumento de OR en pacientes con LES
que ha sido atribuido al desequilibrio de ligamiento con HLA-DR3 no ha sido
demostrado, por lo cual el mecanismo bajo el cual la alta prevalencia del alelo —
308A TNF en pacientes con LES permanece desconocido [114].

En el presente trabajo, se observé una tendencia a la asociacién en pacientes
pediatricos mexicanos (Tabla 15) con un valor de P = 0.06, posiblemente por el
tamano de la muestra, el cual es necesario incrementar para descartar o confirmar

asociaciéon de este gen y la susceptibilidad para desarrollar LES.



X. CONCLUSIONES:

1. Nuestros resultados sugieren que el polimorfismo 1858C/T localizado en el gen
PTPN22, se encuentra asociado con el riesgo para desarrollar LES en nuestra

poblacion de pacientes pediatricos.

2. A diferencia de lo reportado en otras poblaciones, el andlisis de los
polimorfismos —238 y —308 del gen TNF-a, no se encontraron asociados a la
susceptibilidad a desarrollar LES, en pacientes pediatricos mexicanos. Estas
diferencias pueden ser debidas a la variabilidad en el grupo étnico, a un tamarno
de muestra pequeio, a la influencia de los factores genéticos desconocidos
asociados con LES, o a que los pacientes pediatricos muestran heterogeneidad de
su fondo genético distinta a la de los adultos.

3. Debido a que la region promotora de este gen TNF-a es altamente polimérfica,
no podemos descartar que otros polimorfismos localizados en esta regién pueden

encontrarse asociados con la enfermedad.
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