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ANTECEDENTES

Entidad clinica de estudio: Cirrosis Biliar Primaria

La Cirrosis Biliar Primaria (CBP) es una hepatopatia cronica colestasica de origen
autoinmune! que se ha asociado a predisposicion genética y que se presenta bajo la influencia
de factores ambientales desencadenantes aun por definir. Descrita por primera vez en un ensayo
clinico por Ahrens y colaboradores en la década de 1950,2 se caracteriza por la destruccion
inmunoldgica de los ductos biliares que provoca a su vez una acumulacion de metabolitos
toxicos en el parénquima hepético, propiciando la aparicion de inflamacion, fibrosis y
consecuentemente cirrosis.

La enfermedad tiene su pico de incidencia alrededor de la quinta década de la vida,
afectando a mujeres aproximadamente en el 95% de los casos.? Su aparicion es infrecuente en
pacientes menores de 30 afios y puede presentarse en pacientes ancianos. En cuanto a grupos
étnicos, se ha reportado principalmente en razas caucasicas, con incidencia de 2.7 por 100 000
afios-persona. De acuerdo con estudios recientes realizados en el Reino Unido y Australia, la
incidencia pareciera tener una tendencia en crescendo>6 aunque este fendmeno puede ser
explicado por la mejora en las técnicas de deteccion y mayor conocimiento de la entidad. El
paciente tipico de esta enfermedad sera una mujer mayor a 30 afios, con fatiga, pérdida de peso,
prurito o ictericia y que presente elevaciones marcadas de fosfatasa alcalina.

Clinicamente, durante las fases iniciales de la enfermedad hasta el 60% de los pacientes
son asintomaticos,”8 sin embargo, cuando la enfermedad es sintomatica se manifiesta con
fatiga y prurito aproximadamente en el 20% de los casos.810 Estas observaciones son diferentes
para poblacion no blanca, ya que tanto hispanos como africanos suelen cursar con mayor
sintomatologia.l! Otras manifestaciones clinicas menos frecuentes son la hiperpigmentacion de
la piel,!2 xantelasmas,3 artropatia inflamatoria,’3 osteoporosis4 y una gama de enfermedades

autoinmunes, entre las que se incluyen artritis reumatoide?3, tiroiditis autoinmune,> sindrome de



Sjogrenié escleroderma y sindrome de CREST.Y” En la exploracion fisica, se observa
hepatomegalia desde el 4 hasta el 70% de los pacientes!8, con una minoria de pacientes
presentando ictericia conjugada, malabsorcion o hipertension portal en etapas tardias de la
enfermedad.?

En cuanto a las alteraciones bioguimicas, son caracteristicas las elevaciones de fosfatasa
alcalina, gamaglutamil transpeptidasa y 5 -nucleotidasa,® encontrando elevaciones modestas de
transaminasas hepaticas (menor a 5 veces el valor normal superior).20 Seroldgicamente la
presencia de anticuerpos antimitocondriales (AMA) es caracteristica de la CPB,1% encontrados en
el 90 al 95% de los casos y pueden ser detectados afios antes de la aparicién de sintomas.?
Otros anticuerpos frecuentemente encontrados son los antinucleares, positivos en cerca del 70%
de los casos.2! Los patrones qué se presentan con mayor frecuencia son el periférico y el
moteado, producidos por anticuerpos dirigidos contra la nucleoporina 62 del complejo de
nucleoporos y en el sitio gp210 del cuerpo de la proteina nuclear sp100, respectivamente,322
patrones son altamente especificos de la enfermedad.z

Histolégicamente, la enfermedad puede ser dividida en 4 fases. Estas no son mutuamente
excluyentes, y en una misma biopsia pueden coexistir diferentes estadios de la misma. La lesion
histologica de la CBP es la destruccion asimétrica de los ductos biliares encontrado usualmente

en las triadas portales.3 Las caracteristicas de cada estadio se muestran a continuacion:24

Estadio 0: Higado normal.

- Estadio 1: Inflamacion localizada en las triadas portales.

- Estadio 2: Disminucion de la cantidad de ductos biliares, con extension del proceso
inflamatorio mas alla de las triadas portales.

- Estadio 3: Aparicion de septos fibrosos adyacentes a las triadas portales.

- Estadio 4: Presencia de cirrosis franca con nodulos regenerativos.



El diagndstico de la CBP se basa en tres criterios: la presencia de AMA en suero
(especificamente el subtipo M2), la elevacion de enzimas hepéticas (frecuentemente fosfatasa
alcalina) por mas de 6 meses y la presencia de hallazgos histoldgicos compatibles con la
enfermedad. Un diagndstico probable requiere de la presencia de dos de estos criterios y un
diagndstico definitivo de la presencia de los tres.3 18 Actualmente, el Unico tratamiento
farmacoldgico aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) en los Estados Unidos y que
ha demostrado mejora en los parametros bioquimicos es el acido Ursodesoxicolico en dosis de
12 a 1 mg/Kg por dia.325 El transplante hepatico constituye la mejor opcion terapéutica, con
tasas de sobrevida de 92% y 85% a 1y 5 afios respectivamente, mientras la tasa de recurrencia

es aproximadamente de 30% a 10 afios.26

Fisiopatologia de la CBP: factores ambientales y genéticos

A pesar de que no se ha dilucidado por completo su fisiopatologia, la CBP es una
enfermedad autoinmune cronica en donde una variedad de factores ambientales (entre ellos,
ciertos xenobidticos dirigidos contra el domino lipoiilco del componente inmunodominante del
complejo E2 de la piruvato deshidrogenasa; CPD-E227.28 y el tabaquismo2°30) asi como ciertos
agentes infecciosos (retrovirus humano beta,® o bacterias Gram-negativas como
Novosphingobium aromaticivorans3! o Escherichia coli??) son capaces de inducir el insulto inicial
para desencadenar la respuesta inmunoldgica y mas adn, perpetuarla por medio de mecanismos
de mimetismo molecular.?5 La presencia de un componente genético ha quedado demostrada
por la frecuencia incrementada de CBP en familiares de primer grado de pacientes indice
(aproximadamente el 6%)3!; fenémeno acufiado como “CBP familiar’,32 en donde diferentes
estudios han demostrado tasas de prevalencia familiar desde un 1% hasta un 6.4%.33 Mas adn,

con respecto a la tasa de concordancia (TC) de enfermedad en gemelos monocig6ticos y



dicigéticos Selmi y colaboradores encontraron una TC en gemelos monocigéticos de 0.77, una
de las mas altas entre las enfermedades autoinmunes.3* Como se ha mencionado previamente,
los pacientes con CBP o sus familiares de primer grado estan predispuestos a presentar
caracteristicas clinicas o serologicas de otras enfermedades autoinmunes; este fenémeno
sugiere que la CBP involucra genes que regulan de manera general la respuesta inmune.3 Es
probable que los genes responsables se encuentren en el complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) clase II, una region altamente polimorfica y densa genéticamente localizada en el
cromosoma 6p21 que contiene una gran cantidad de genes que influencian la funcién inmune.
Esta region del genoma humano estqd asociada con una vasta mayoria de alteraciones
autoinmunes.3> A pesar de que los mecanismos no se han esclarecido del todo, se cree que en
ciertas enfermedades autoinmunes esta involucrado el receptor para células T inducido por
péptidos especificos, incrementando la posibilidad de una respuesta inmunoldgica. 3¢ Aunque no
se ha determinado la fisiopatologia precisa de la CBP, existe evidencia que sugiere un papel por
parte de linfocitos T CD4+ y CD8+ autorreactivos especificos contra el CPD-E2.3738 Esto se ha
demostrado en CBP debido a la presencia de estas células en las triadas portales infiltrando
ductos biliares necroticos.3® Este CPD-E2 normalmente se encuentra en la membrana interior
mitocondrial, y se ha propuesto que una forma aberrante de ésta se encuentra expresada en el
epitelio biliar de los pacientes con CBP, promoviendo un fenémeno de mimetismo molecular.40
De esta forma, se monta una respuesta inmunoldgica con anticuerpos monoclonales en contra el
dominio lipoil del CPD-E2 mitocondrial, resultando en autoinmunidad. Ante este fenémeno
autoinmune y la agrupacion familiar asi como la concordancia en gemelos monocigéticos es
factible proponer un papel relevante del CMH y sus genes inmunoreguladores, que en el humano
es conocido como Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA, por sus siglas en inglés).

El HLA se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y abarca aproximadamente 4000

Kb, se dividen en Clase | (HLA-A, By C), Clase Il (HLA-DR, DP y DQ) y Clase Ill (TNF, HSP 70,



otros genes del complemento: C4A, C4B, C2 y FB) y regula la respuesta inmunoldgica
discriminando lo propio de lo extrafio. Los antigenos HLA de clase Il estan formados por dos
cadenas de glicoproteinas unidas por enlaces no covalentes, ligadas a la cadena por una porcion
intracelular. A esta cadenas se les llama a 'y B; cada una de las cadenas consta de tres regiones:
una regién extracelular, un segmento transmembrana y una porcion intracitoplasmatica. Ambas
cadenas tienen dos dominios extracelulares, cada uno denominado al, a2, f1 y P2
respectivamente. La identificacion de los marcadores genéticos de susceptibilidad Clase |y I
permitira conocer el mecanismo de la enfermedad desde el punto de vista de inmunidad
adquirida, pues la funcién del producto de estos genes es la presentacion de péptidos derivados
de antigenos infecciosos. Los linfocitos T reconocen un antigeno sélo cuando éste es expuesto
en union con la molécula de HLA por medio de una célula presentadora de antigenos; en general
las moléculas de Clase | unen péptidos de proteinas intracelulares y las de Clase Il presentan
péptidos de proteinas extracelulares, mientras que las moléculas de Clase | y Il pueden
presentar antigenos intra y extracelulares.4 En conclusion, los posibles mecanismos de
asociacion entre el HLA y la presencia de enfermedades se puede resumir de la siguiente
manera: alteracion molecular de autoantigenos, mimetismo molecular con antigenos foraneos,
moléculas del HLA como receptores para agentes patdgenos, alteraciones del repertorio de
células T adultas, expresion inapropiada de moléculas del HLA, interaccion del HLA con

moléculas coestimuladoras y genes alterados de la region central del HLA.



MARCO DE REFERENCIA

Estudios previos de determinacion de HLA clase Il en CBP

Para un genetista, la CBP es una “enfermedad genéticamente compleja’, que se
caracteriza por la presencia de penetrancia incompleta, baja heredabilidad Mendeliana y de
fenotipos variables.42 Existe evidencia de un componente genético en la fisiopatologia de la CBP,
aunque su papel no estd bien determinado. Se piensa que dado que existe una relacion
mujer:hombre de 8-10:13143 y a la observacion de frecuencia de monosomia X en leucocitos
periféricos de mujeres con CBP,3! tanto el género femenino como otros genes
inmunoreguladores son importantes, entre los que se incluye el cromosoma 2q; especificamente
el antigeno citotoxico linfocitario 4 (CTL 4); el gen agrupador de interleucina 1, el gen de la
caspasa 8, el antigeno 1 de resistencia natural asociado a macrofagos#244 asi como ciertos
alelos especificos de HLA Clase II. De los anteriores, sélo se ha confirmado el papel la familia
del alelo HLA-DR8 (DRB1*08), descrito en estudios de cohortes en Estados Unidos (14.9% vs
6.5%, RM 3.3, p < 0.01; 19.4% vs 8.7%, RM 2.55, p < 0.01),4547 Jap6n (35.5% vs 7.4%, RM 6.84
p < 0.0001),%8 Suecia (29.3% vs 11.4%, RM 3.22 p < 0.001),4 Italia y Reino Unido.(18 % vs 6%,
RM 3.15, p < 0.02 y 12 % vs 4%, RM 3.05, p < 0.0008,respectivamente).#4 Sin embargo, algunos
estudios han presentado evidencia discordante, por ejemplo, en Japon se han reportado
asociaciones con HLA-DR2 (68% vs 30%, RM = 5.0 p < 0.007) y HLA-DPB1*05015051 ¢ en
China, donde se encontré susceptibilidad con los alelos HLA-DRB1*0701 (29.2% vs 13.9%, RM
2.55, p < 0.05) y HLA-DRB1*03 (18.4% vs 7.2%, p < 0.05).52 En Brasil, un estudio no encontrd
asociacion con el locus del alelo HLA-DR y HLA-DQ, sugiriendo un transfondo diferente en una
poblacion mestiza (Caucasoide, Negroide y Amerindia).53 Mas adn, en un estudio proveniente de
Italia, se encontr6 que los alelos DRB1*11(10.7 % vs 27.6%, RM 0.03 p < 0.05)>* y DRB1*13%
son protectores para el desarrollo de CBP, hallazgos no corroborados en el Reino Unido.54 Por

su parte, un estudio realizado en Estados Unidos sugiri6 que la disminucién de los alelos



DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 y DRB1*1302-DQA1*0102-DQB1*0604 es factor protector
en la aparicion de CBP.47
A la fecha, en México no se han realizado estudios que hayan descrito qué HLA se

encuentran asociados a la aparicion de CBP en poblacion nacida en México.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existe asociacion entre alelos HLA-B/-DR en los pacientes con Cirrosis Biliar Primaria

nacidos en México?

JUSTIFICACION

La mortalidad por cirrosis en México es de las mas altas a nivel mundial, la cual representd
la tercera causa de muerte en la poblacion general con 27 566 muertes y la segunda en el grupo
de adultos jovenes (15-64 afios) con 17 872 muertes durante 2005.5657Mas aun, evidencia
basada en estadisticas de mortalidad hace notar que el nimero de casos tendra una tendencia
estable hacia la alza hasta el afio 2050.58 La CBP es la cuarta causa de cirrosis en México.%® Al
momento, no se conoce el transfondo genético de esta enfermedad en la poblacion mexicana,
caracterizada por etnicidad mestiza.®0 La identificacion de los HLA mé&s frecuentes permitira
identificar haplotipos de riesgo asi como posibles haplotipos protectores, permitiendo reconocer
a poblaciones o familias de riesgo y ayudando a su identificacion en fase asintomatica,

permitiendo incidir en la historia natural de la enfermedad.

OBJETIVO
Identificar los alelos HLA-B/-DR que se asocian a pacientes con diagnéstico de Cirrosis

Biliar Primaria nacidos en México.

HIPOTESIS
Si el alelo mas frecuente en la literatura de pacientes con Cirrosis Biliar Primaria es HLA-
DRB1*08 entonces los pacientes con Cirrosis Biliar Primaria nacidos en México presentarian el

mismo alelo.



METODOLOGIA

DISENO DEL ESTUDIO.

Casos y controles

UNIVERSO DEL ESTUDIO.

Pacientes nacidos en México con CBP sin otra etiologia autoinmune.

POBLACION DEL ESTUDIO.

Pacientes nacidos en México con diagndstico probable y definitivo de CBP que acudieron a la

consulta externa de la Unidad de Higado de la Fundacion Clinica Médica Sur.

LUGAR DE REALIZACION.

Unidad de Higado de la Fundacién Clinica Médica Sur.

PERIODO DEL ESTUDIO.

Enero a Junio de 2008.



TAMANO DE LA MUESTRA.

No existe en la literatura datos sobre la frecuencia de presentacion de los alelos del HLA clase |I
en pacientes nacidos en México con CBP, sin embargo se realizé un ejercicio de célculo de
tamario de muestra con la siguiente formulas! con datos obtenidos de los estudios reportados en
la literatura: 4548

n (por cada grupo) = (pgl + P10)(Zy - a2 +Z, - B)?
(py — Pp)?

En donde:

p1 = la proporcién de expuestos entre los casos

Po = la proporcion de expuestos entre los controles

qi=1-p1

o= 1-po

Z1 - a/2 =valor de la distribucidon normal estandar correspondiente a un nivel de significacion de
1.96 para una prueba de dos colas a un nivel de significacion de 0.05

Z; - B =valor de la distribucion normal estandar correspondiente al nivel de poder deseado; 0.84

para un poder de 80%.

Con este ejercicio se obtuvo un tamafio de muestra de 30 pacientes. Ante la baja frecuencia de
esta enfermedad se incluyeron a todos los pacientes con CBP de la consulta externa de la
Unidad de Higado de la Fundacién Clinica Médica Sur y se logr6 obtener una muestra total de 9

pacientes.



CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de Inclusion

Casos

Pacientes con diagndstico de CBP.

Pacientes sin otra enfermedad autoinmune

Pacientes nacidos en México independientemente de su ancestria.

Cualquier género y edad
Controles

- Historicos del estudio de Barquera, quien reportd los resultados de 381 individuos
mexicanos sanos, a quienes se les realizd analisis de HLA para donar 6rganos
solidos o0 méedula dsea, obtenidos principalmente de estados del centro y norte del

pais.50

Criterios de Exclusion
Casos
- Pacientes sin diagnostico clinico, inmunoldgico u histolégico de cirrosis biliar
primaria.
- Pacientes con otras enfermedades autoinmunes.
- Pacientes que no aceptaron entrar al estudio.
VARIABLES
Independientes
Polimorfismo genético de las frecuencias alélicas del HLA en el grupo de pacientes con
CBP.
Dependiente

Presencia de CBP.



Co-variables

Edad y género.

DEFINICION DE VARIABLES

Cirrosis Biliar Primaria

Definicion: La Cirrosis Biliar Primaria (CBP) es una enfermedad autoinmune progresiva que es
diagnosticada en base a tres criterios: la presencia de anticuerpos antimitocondriales en suero, la
elevacion de enzimas hepaticas (fosfatasa alcalina y/o gamaglutamil transpeptidasa) por mas de
seis meses asi como hallazgos histoldgicos compatibles con la enfermedad (destruccion
asimétrica de los ductos biliares en las triadas portales). Los pacientes que cumplen dos criterios
se les determina con diagnostico “probable” y cuando cumplen tres como diagndstico
“definitivo”.3

Nivel de medicion.-

Haplotipos de HLA Clase II

Definicion: Alelos del HLA que se encuentran ligados en el brazo corto del cromosoma 6.

Nivel de medicién: nominal

Categoria; HLA-DR y HLA-B

PROCEDIMIENTO PARA LOS CASOS

Se acudi6 a la consulta externa de la Unidad de Higado en donde se invit6 a participar a
los pacientes con diagndstico confirmado de Cirrosis Biliar Primaria por clinica, panel
inmunolégico e histologia. Una vez obtenido el consentimiento informado (anexo 1) se obtuvo de
cada expediente datos demograficos (ver tabla 1). Posteriormente, se tom¢é una muestra de 4.5

mL de sangre periférica para la extraccion del DNA.



Para el estudio del DNA, se comparé a los pacientes afectados con 381 individuos
mexicanos no relacionados sanos obtenidos del estudio de Barquera.?

Tipificacion del HLA-DR. Se realizo la tipificacion de los alelos de la siguiente manera:

Extraccion del DNA genomico: Cada muestra de 4 a 5 mL de sangre periférica en tubo con
anticoagulante EDTA se centrifugd a 1600xg a 40C durante 30 minutos, se eliming el plasma y
se obtuvo el paquete leucocitario, a partir de estos se obtuvo el DNA mediante la técnica de
expulsion salina (salting-out) que incluye la digestion de proteinasa K, precipitacion de proteinas
con hidréxido de sodio y etanol absoluto, terminando con un lavado con etanol al 70%.62

Tipificacién con sondas de oligonucledticos secuencia_especifica (SSOP). Se procedié a al

amplificacion de los loci HLA-DRB1 mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) que
incluye iniciadores o “primers” especificos para las regiones en estudio. Posteriormente se
verific que todas las muestras hubieran amplificado adecuadamente mediante la aplicacion de
10 pL de cada una en gel de agarosa al 2% tefiido con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio durante
40 minutos a 90 voltios, las amplificaciones positivas se observaron bajo la luz UV (312 [Om) y se
tomaron fotos para su registro. Por Gltimo la muestra se colocé en membranas de nitrocelulosa
en un formato de Dot-blot y se hibridd con sondas secuencia-especifica marcadas para cada
alelo. Para la deteccion de la hibridizacion se usé el metodo de quimioluminiscencia y la

explosion de las membranas a placas radioldgicas.®3

ESTRATEGIA PARA LA OBTENCION DE LA MUESTRA Y RECOLECCION DE DATOS

PARA LOS CASOS

El muestreo es no probabilistico de forma consecutiva, pues se asignaron a los pacientes
el nimero secuencial correspondiente, a medida que fueron considerados como elegibles para
su inclusion. El dia de su inclusion en el estudio se realiz6 la muestra de sangre periférica y se

obtuvieron los datos del expediente.



ANALISIS ESTADISTICO

Para la descripcion de las caracteristicas de los pacientes se utilizo estadistica descriptiva
de acuerdo al nivel de medicion de las variables utilizando media y desviacion estandar. Se
compararon las frecuencias de cada alelo entre los pacientes y controles mediante la aplicacion
de Chi-cuadrada con correccion de Yates, considerando una p <0.05 como el minimo nivel de
significancia. Se establecio RM e IC para establecer asociaciones. Los andlisis estadisticos se

realizaron con el programa estadistico SPSS version 16.0 (Chicago, Illinois)

CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de
la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, especificamente los
procedimientos que se realizaron en esta investigacion se clasifican en el titulo segundo, capitulo
I, Articulo 17, Seccidn Il que dice: investigacion con riesgo mayor al minimo; se anexa hoja de
consentimiento informado. Se obtuvo la aprobacion del Comité de ética de la Fundacion Clinica

Médica Sur.



RESULTADQOS
Se estudiaron 9 pacientes, 7 mujeres y 2 hombres con media de edad de 57.56 + 10.53. Los
resultados de los laboratorios bioquimicos y de inmunidad con lo que se realiz6 el diagnéstico se
muestran en la tabla 2. La ancestria y los haplotipos encontrados en cada paciente se muestran en la
tabla 3. Los haplotipos en desequilibrio genético se muestran en la tabla 4 mientras que las frecuencias

de los HLA en el grupo de pacientes con CBP y en los grupos de control se muestran en la tabla 5.

Tabla 1. Datos demogréficos recabados

n=9 B
49-81(X =575
Edad (afios) (7.2 )
Género (M:H) '
Ancestria Mexicana Extranjera
Padres (n = 18) 13 5

Abuelos Paternos (n = 36) 18 18




Tabla 2. Resultados de laboratorio clinico e inmunolégico

Paciente  Género Edad Albumina Globulinas BT BD Bl GGT FA  ANA Titulo  Patron AMA AML LKMA
M/F anos (g/dL) (g/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L)
SPC F 81 3.71 3.6 3.18 1.98 1.2 302 453 <1:40 *x <1:40 <20.1
MPIU F 52 3.56 3.3 0.61 0.13 0.48 1008 369 + 1:640  Moteado + <140 <201
CJD F 57 2.82 3.1 0.51 01 041 127 348 + >1:640 Moteado <1:40 <20.1
MAM F 46 4.2 31 2.8 0.7 2.1 446 247 <1:40 ** + <1:20 <20.1
FMGP F 58 3.52 3.2 1.77 0.81 0.96 1344 372 + 1:5120 Moteado <1:40 <20.1
MGP F 59 3.75 3.9 1.09 0.31 0.78 284 239 <1:40 *x + <1140 <201
MCFA F 51 4.3 4.2 0.79 0.07 0.72 239 440 <1:40 *x + <1140 <201
MWT M 65 3.38 3.2 1.24 0.3 0.94 20 94 - <1:40 x + <140 <20.1
AVVWV M 49 3.36 5.3 2.32 1.23 1.09 1247 565 +  >1.640 Periférico + <140 <20.1
Media " 57.5 3.6 3.6 1.59 0.62 0.96 557 347
+DE +105 +0.44 +0.72 +0.98 +0.63 049  £503 *+139

M - Masculino, F — Femenino, BT - Bilirrubina total, BD — Bilirrubina directa, Bl - Bilirrubina Indirecta, FA — Fosfatasa alcalina, GGT — Gamaglutamil transpeptidasa, ANA — Anticuerpos Antinucleares, AMA — Anticuerpos Antimitocondriales,
AML - Anticuerpos AntimUsculo Liso, LKMA — Anticuerpos Microsomales Higado-Rifién, DE — Desviacién estandar.



Tabla 3. Ancestria y alelos de HLA encontrados en cada paciente.

PACENTE  ORIGEN MATERNO  ORIGEN PATERNO ORIGEN ABUELA ORIGEN ABUELO ORIGEN ABUELO ORIGEN ABUELA HLAB HLADR
MATERNA MATERNO PATERNO PATERNA

SPC México México México México México México B*14,B*51  *01, *13
MPIU Espafia Espafia Espaiia Espafia Espafia Esparia B*44,B*49  *01, *07
CJD México México México México México México B*18, B*44  *15,*11
MAM Espafia Espafia Espafia Espafia Espafia Espafa B*41,B*51  *03, *04
FMGP México México México México México México B*14,B*39  *01, *04
MGP México México Espafia Espafia Espafia Espafia B*35, B*52  *08, *08
MCFA México México México México México México B*15, B*45  *01, *13
MWT México Polonia México México Polonia Polonia B*39, B*58  *04, *07
AVWV México México Espafia Francia Espafia Espafia B*08, B*39  *04, *08

HLA - Antigeno Leucocitario Humano



Tabla 4. Haplotipos de cada paciente

PACIENTE

ANCESTRIA

HAPLOTIPOS ENCONTRADOS

HLA EN
DESEQUILIBRIO

GENETICO

COMENTARIO (FH)*

SPC

MPIU
CJD
MAM

FMGP

MGP
MCFA
MWT
AVWV

Mexicana

Espafiola
Mexicana
Espariola

Mexicana

Mexicana/Espafiola
Mexicana
Mexicana/Polaca

Mexicana/Espafiola/Francesa

B*14-DRB1*01

B*44-DRB1*07
B*18-DRB1*15
B*41-DRB1*03
B*14-DRB1*01

B*35-DRB1*08
B*45-DRB1*01
B*58-DRB1*07
B*39-DRB1*04

B*51-DRB1*13

B*49-DRB1*01
B*44-DRB1*11
B*51-DRB1*04
B*39-DRB1*04

B*52-DRB1*08
B*15-DRB1*13
B*39-DRB1*04
B*08-DRB1*08

B*14-DRB1*01

B*51-DRB1*04
B*14-DRB1*01
y
B*39-DRB1*04

B*39-DRB1*04
B*39-DRB1*04

Haplotipo de origen del norte de Africa en paciente de ascendencia

mexicana. Edad de presentacion tardia. (0.005)

Haplotipo europeo, sur de Europa (portugues) (0.007)
Haplotipos Amerindio y Mediterraneo (Sur de Europa). Doble alelo en
desequilibrio en paciente con manifestaciones notorias en laboratorio

clinico e inmunoldgico (0.022 y 0.005)

Haplotipo Amerindio; posiblemente sin efecto de ancestria. (0.022)
Haplotipo Amerindio. (0.022)

FH: Frecuencia de Haplotipo en poblacién nacida en México.

* Basado en el estudio de Barquera y colaboradores. 0



Tabla 5. Frecuencias de HLA-B y DRB1 en pacientes con CBP y Controles sanos

Pacientes con

CBP Controles
N=18 N =762
n f.g. n f.g.
HLA-B
B*39 3 0.166 78 0.102
B*14 3 0.166 46 0.060
B*51 2 0.111 60 0.078
B*44 1 0.055 52 0.068
B*49 1 0.055 17 0.022
B*18 1 0.055 25 0.032
B*41 1 0.055 15 0.018
B*35 1 0.055 128 0.168
B*52 1 0.055 13 0.017
B*15 1 0.055 14 0.018
B*45 1 0.055 9 0.011
B*58 1 0.055 8 0.010
B*08 1 0.055 28 0.036
HLA-DRB1
*04 4 0.222 196 0.257
*01 4 0.222 62 0.081
*08 3 0.166 93 0.122
*07 2 0.111 69 0.090
*13 2 0.111 66 0.086
*15 1 0.055 45 0.059
*11 1 0.055 46 0.060
*03 1 0.055 55 0.072

0.62
0.18
0.95
0.79
0.89
0.89
0.82
0.34
0.74
0.78
0.56
0.51
0.83

0.95
0.09
0.83
0.90
0.95
0.65
0.67
0.85

RM

1.7
31
14
0.8
2.5
1.7
2.9
0.2
3.3
31
4.9
9.5
15

0.9
3.2
14
1.3
1.3
0.9
0.9
0.8

IC 95%

05-6.1
09-111
03-65
08-6.1
03-204
02-135
03-234
01-22
04-274
04-25.2
0.6-41
0.6-46.8
02-12

03-25
11-101
04-51
03-55
0.3-538
01-72
01-7
0.1-57

f.g. Frecuencia génica



DISCUSION

Este estudio describe los haplotipos del complejo principal de histocompatibilidad en
nueve casos de CBP mestizos mexicanos y su comparacion con controles sanos; muestra en los
pacientes la presencia de haplotipos de origen Caucasico, particularmente Mediterraneo,
combinados con otros de origen Amerindio y Negroide. Los principales alelos del locus HLA-B
fueron HLA-B*39, HLA-B*14, HLA-B*51, mientras que en el locus HLA-DR fueron: HLA-DRB1*04
y HLA-DRB1*01. En relacion con los bloques en desequilibrio genético de HLA-B/-DRB1, se
encontraron en asociacion el B¥14-DRB1*01, el B*51-DRB1*04 y el B*39-DRB1*04 los cuales se
han descrito en poblaciones del sur de Europa, Norte de Africa y en Centro y Suramérica
respectivamente.

Estos resultados confirman el papel del haplotipo HLA-B*14/DRB1*01 como marcador
genético de susceptibilidad para el desarrollo de CBP y afiade el origen probablemente
mediterrdneo de dicho haplotipo. En la literatura, los haplotipos descritos en CBP son
primordialmente aquellos pertenecientes a la familia del HLA-DRB1*(08. 4446484954 Es notable
que a pesar de que éste alelo y el encontrado en poblacion nacida en México son diferentes,
ambos poseen un origen geogréfico similar (sur de Europa). Esta evidencia sugiere que la CBP
en el mestizo mexicano tiene un trasfondo genético similar al descrito por otros autores!>
aunque con desequilibrios genéticos peculiares a esta poblacion, ya que afiade la posible
participacion del haplotipo HLA-B*39/HLA-DRB1*04 como marcador autéctono de susceptibilidad
en mexicanos sustentado por el hecho de que dicho haplotipo es relativamente frecuente en
poblacion mexicana (mestiza e indigena) y estd asociado con otras enfermedades autoinmunes
en esta poblacion, hecho demostrado en pacientes con Artritis Reumatoide, 466 Rhupus,®
Espondiloartropatias,® la arteritis de Takayasu®® y el Lupus.’ Este haplotipo ha sido relacionado
también con otras enfermedades presumiblemente no autoinmunes, como son la litiasis

vesicular’, la enfermedad de Chagas’? asi como la tuberculosis extrapulmonar.&



Los datos presentados en este trabajo sugieren la presencia del mecanismo autoinmune
en la CBP y sienta las bases para investigar el mecanismo por el cual los autoanticuerpos
lesionan el ducto biliar. En este sentido se encuentra implicado el mimetismo molecular con
ciertas proteinas nucleares y mitocondriales asi como la existencia de un probable detonador
infeccioso. Es probable también el papel de las células T citotdxicas reactivas que expresan el
receptor CD4 y CD8, asi como receptor de células T af,3! el cual se ha encontrado que van
dirigidos contra el dominio lipoidil de la familia del complejo de piruvato deshidrogenasa.”7>

La CBP tiene una presentacion con un amplio rango de manifestaciones que van desde
pacientes asintomaticos hasta la cirrosis. Ningin estudio ha evaluado este aspecto el cual
resulta relevante dado el prondstico de la enfermedad. Especificamente en nuestro estudio, un
paciente presentd elevaciones importantes de GGT y FA asi como una titulacion alta de
anticuerpos antinucleares, presentando dos alelos en desequilibrio genético, uno de origen
amerindio (B*39-DRB1*04) y otro del sur de Europa (B*14-DRB1*01) los cuales contribuyen a la
aparicion de la CBP. Este hallazgo puede sugerir que la contribucion genética de dos haplotipos
desequilibrados en un mismo paciente podria constituir un factor de riesgo para presentar
mayores manifestaciones clinicas, posiblemente por una mayor concentracion de
autoanticuerpos, y quizd un curso mas agresivo de la misma, pudiendo implicar una mayor
priorizacion para el tratamiento definitivo. Este hallazgo debe ser valorado en estudios con mayor
cantidad de pacientes.

En conclusion, en pacientes mexicanos con CBP, existe un fondo genético de
susceptibilidad a la autoinmunidad. El mestizo mexicano parece particularmente proclive a la
autoinmunidad en CBP debido a la combinacion de genes autdctonos (HLA-B39 y HLA-B14) con
otros de origen mediterrdneo (HLA-DR1 y HLA-DRA4). La heterogeneidad genética que presentan

los pacientes de esta serie permite sugerir que la CBP tiene un transfondo genético relacionado



al encontrado por otras series en la literatura3344464849.5455 gunque peculiar al mestizo mexicano,

y por lo tanto constituye una entidad que no es exclusiva de pacientes con ancestria caucasica.



ANEXOS
Anexo 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por este medio hago constar que se me ha invitado a participar en el proyecto de investigacion
“ANTIGENOS LEUCOCITARIOS HUMANOS EN PACIENTES MEXICANOS CON CIRROSIS BILIAR
PRIMARIA”; se me ha explicado que el objetivo de este trabajo es identificar los antigenos leucocitarios

humanos més frecuentes en pacientes con mi enfermedad, cirrosis biliar primaria.

Como parte del estudio seré revisado por médicos especialistas, se obtendrd una muestra de
sangre de mi brazo y se obtendra informacion contenida en mi expediente localizado en esta unidad.
Hago constar que se me ha explicado como se obtendra dicha muestra y cuéles son las posibles

molestias derivadas de la toma, como son la posible aparicion de moretén y dolor discreto en mi brazo.

Entiendo que estoy en mi derecho de solicitar cualquier aclaracion e informacién sobre la
investigacion en cualquier momento del desarrollo de la misma sin que esto afecte mi atencién médica en
el futuro. Con mi firma en este documento, autorizo a los investigadores a incluirme en este proyecto de

investigacion.

Nombre y Firma del Paciente Nombre y Firma del Investigador

Nombre y Firma de Testigo Nombre y Firma de Testigo



Anexo 2
indice de Abreviaturas
ANA
AMA
AML
BT

BD

BI

CBP
CMH
CPD-E2
CTL4
DE
DNA

FA

FDA
GGT

HLA

LKMA
PCR
RM
SSOP

TC

Anticuerpos Antinucleares

Anticuerpos Antimitocondriales

Anticuerpos Antimusculo Liso

Bilirrubina total

Bilirrubina directa

Bilirrubina Indirecta

Cirrosis Biliar Primaria

Complejo Mayor de Histocompatibilidad

Complejo de la Piruvato Deshidrogenasa E2
Antigeno Citotdxico Linfocitario 4

Desviacion estandar

Acido Desoxiribonucléico

Fosfatasa alcalina

Food and Drug Administration, Estados Unidos
Gamaglutamil transpeptidasa

Antigenos Leucocitarios Humanos; siglas en inglés
Intervalo de Confianza

Anticuerpos Microsomales Higado-Rifion

Reaccion en Cadena de Polimerasa; siglas en inglés
Razon de Momios

Oligonucledticos secuencia especifica, siglas en inglés

Tasa de concordancia
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