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RESUMEN

ANALISIS DE ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS DEL GEN DE LA
PROTEINA C REACTIVA ( CRP) EN PACIENTES PEDIATRICOS CON LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO

Espinosa - Rosales J. Francisco, Zarco - Cid del &to Osvaldo, Orozco Lorena,
Velazquez - Cruz Rafael.

Introduccion: El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una endelad autoinmune
sistémica, caracterizada por la produccién de atitagerpos, activacion del
complemento, formacion de complejos inmunes, d&idar y afeccion de diversos
organos.

Aproximadamente el 20% de los casos de LES semegsen la edad pediatrica. Los
sintomas clinicos y los hallazgos inmunoldgicospanientes con LES pediatrico son
similares a los observados en pacientes adultognsbargo el lupus de inicio temprano
tiende a ser mas severo al inicio de la enfermgdashe un curso clinico mas agresivo.
Ahora se sabe, que el LES surge de la interac@daalores hormonales, ambientales y
genéticos. Mediante estudios del genoma completmaseidentificado 8 regiones que
muestran ligamiento significativo con LES y que hasido replicados
independientemente, entre éstas se encuentraida regR1.3 y dentro de esta region se
encuentra el gen que codifica para la proteinae@ctiva (CRP). La proteina C reactiva
participa en procesos inflamatorios y los nivel&sces de esta molécula es uno de los
principales medidores de la actividad de la enfdade

Objetivo: Determinar si polimorfismos de un solo nucleot{8dPs) localizados en el
genCRP, se encuentran asociados a la susceptibilidaddesarollar LES, en pacientes
pediatricos mexicanos.

Disefio: Estudio de casos y controles, transversal, prospegicomparativo.

Material y métodos: Se realizé un estudio de casos-controles en 28rgas con
diagndstico de LES de inicio temprano y 431 coesosanos no relacionados. Se
genotipificaron un total de 6 SNPs presentes ggeBICRP mediante el método de 5'
exonucleasa (Tagman). El estudio de asociacioeazd mediante la aplicacion de la
prueba de Chi cuadrada.

Resultados: El andlisis de los SNPs en el géRP sugiere que el alelo T del SNP
rs1205 (C/T) se encuentra asociado con la susdefsttba desarrollar LEGP=0.0398,
OR=1.251C=1.01-1.56) en la poblacion pediatrica mexicana. Por otro |ade
correlacionaron los SNPs con el riesgo a desarmodiitis en el grupo de pacientes. El
alelo T del SNP rs1130864 (C/T) mostré una asoamcion el riesgo a desarrollar
nefritis en el grupo de pacienté3=0.043, OR=1.48C=1.01-2.16); aunado a que el
alelo T del SNP rs1417938 (A/T) también mostré esaa@n con el riesgo a desarrollar
nefritis (P=0.02, OR=1.61C=1.07-2.3). Es importante mencionar, que la asamiac
observada en ambos SNPs se debe al fuerte desgqudie ligamiento (LD) que existe
entre ellos?=95).

Conclusiones El alelo T del SNP rs1205 se encuentra asociamo &l riesgo a
desarrollar LES en la poblacion pediatrica mexicarthferencia de lo observado en la
poblacion caucasica. Un andlisis adicional basaddamilias podria revelar el papel
exacto de estos polimorfismos con la susceptildlidal LES en nuestra poblacion.



INTRODUCCION.

Las enfermedades autoinmunes (EAs) son un serldgona de salud publica al afectar
alrededor de 4-5% de la poblacion genéfalestos sindromes complejos de evolucién
cronica, comprenden un grupo heterogéneo de trastorel prototipo de estas
enfermedades es el Lupus Eritematoso Sistémico )(L&Sual se caracteriza por la
produccion de autoanticuerpos dirigidos contra cameptes nucleares y celulares, los
cuales se presentan en individuos susceptiblesloade existe una alteracion en la
homeostasis de los linfocitos y una pérdida eplkrancia periférica, aunado a defectos
en la depuracion de cuerpos apoptoticos. Esta reaflad se caracteriza por la
formacion y depdsito de complejos inmunes; ademdslaod factores genéticos
involucrados en esta patologia, debemos tomar emawue debido a que el LES es una
enfermedad compleja existe la participacion de ofast ambientales, que en
combinacion con defectos en mecanismos hormonalesnenitarios contribuyen al
desarrollo de ést&. El prondstico de pacientes con LES continlia siegidve, sin
embargo en la ultima década ha mejorado notablemé&htinicio de LES en la edad
pediatrica es de un curso clinico mas grave y dedstico mas reservado que el LES en
la poblacion adulta, afectando ademas aspectosspsiales y del entorno familiar,

como los relacionados con la apariencia fisicargtehso en el crecimientd.
ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

EPIDEMIOLOGIA

El Lupus Eritematoso Sistémico se presenta a ciggl@adad pero la mayoria de los
pacientes afectados se encuentran comprendidas leatd 0 y los 50 afios, mostrando
una mayor incidencia entre los 20 y los 40 afota Eisfermedad afecta principalmente
al sexo femenino (>90%) y se ha documentado leepois de antecedentes familiares
en el 5% de los adultos y en el 25% de los nffidsn otro estudio se observé que afecta
principalmente a mujeres en edad reproductiva coradio de 9 mujeres afectadas por
cada varén (9:14.

Aproximadamente entre el 15-20% de todos los cdsoEES son diagnosticados en
edad pediatrica y tiene una prevalencia de 0.3@&#&s6s por cada 100,0000 individuos
(datos de poblacién estadouniderie)Como ha sido reportado para adultos el grupo

étnico influye en la incidencia y en las manifestaes clinicas de la enfermedad. Los



nifios hispanos tienen un curso mas severo de éneeflad, ademas de presentar una
alta incidencia de dafio renal comparado con nifosasicos. En nifios de raza negra se
ha reportado una alta prevalencia y severidad tereadad renal y neuro-psiquiatrica
(NPSLE)®!.

MANIFESTACIONES CLINICAS.

Aunque la presentacion, los sintomas clinicos y Hhalazgos inmunoldgicos en
pacientes con LES pediatrico son similares a laseofados en pacientes adultos, el
lupus de inicio temprano tiende a ser mas sevenoicab de la enfermedad y tiene un
curso clinico mas agresivb *2. Ademas de presentar un mayor involucro de érganos
que en el Lupus de adultBs’.

Se han descrito diferencia en la forma de muertiee @mbos grupos; mientras que los
adultos generalmente mueren por complicaciones adeeriffermedad tales como
infecciones, falla renal ¢ infarto al miocardios leifios mueren durante la fase aguda de

la enfermedaét?.

Manifestaciones Cutaneas

La afectacion cutanea es variada, y va desde tenmerimalar en forma de alas de
mariposa (60%), dermatitis generalizada, Ulcerasales (26-48%), fotosensibilidad

(16-50%) la cual implica un exantema luego de faosicion a la luz ultravioleta B (luz

solar, luz fluorescente), alopecia (7-48%) car@a€ela por un adelgazamiento difuso del
cuero cabelludo, lo cual puede ser debido a una@eesaciéon del LES, al estrés,
embarazo o al empleo de esteroides; lesiones desxo(5-19%) que tienden a

presentarse en cara, cuello, orejas y alrededimsdgombros y fenémeno de Rayndtid
6, 9]

Manifestaciones musculo-esqueléticas

En las manifestaciones musculo-esqueléticas sevabsetralgia y artritis en mas del
75% de los casos, presentandose habitualmente comopoliartritis simétrica, no
erosiva muy dolorosa, afectando articulacionesdgsiy pequefid® ** como los dedos
de las manos, las mufecas, rodillas y con menosdneia hombros, caderas, codos y
tobillos.

Las manifestaciones musculo-esqueléticas tambi@uagwu ser secundarias, debido a

efectos adversos de los diversos tratamientoszaditis, presentandose osteoporosis,



necrosis vascular y retraso en el crecimiéhfo™®

Manifestaciones cardiacas

Las enfermedades cardiacas son ahora reconocidas gpa causa significativa de
morbilidad y mortalidad en pacientes pediatri€os ”. La ateroesclerosis se observa
definitivamente en estos pacientes y la isquemiangés del 16% de los nifios
asintomaticos'”. La miocarditis ocurre en un cuarto de los nifies ¢ES y se
caracteriza clinicamente por falla congestiva defanon, cardiomegalia y una
disminucién del pulso. La valvula mitral es la nc@sninmente afectada, seguida por la

aorta pulmonar y las valvulas trictspidés® ",

Manifestaciones neuropsiquiatricas

El trastorno neuropsiquiatrico es considerado tpsda causa de morbi-mortalidad del
LES pediatrico. Este ocurre entre el 20-30% de los nifios y adetess, y en la
mayoria de estos pacientes pueden manifestardepeimer afio de la enfermed&d®.
Las manifestaciones neuropsiquiatricas son divengagarian desde una disfuncion
global del SNC con paralisis y convulsiones, hagtiédomas mas leves o focales como

cefalea o pérdida de la memofid

Alteraciones hematoldgicas

Las alteraciones hematologicas que pueden presérgapacientes con LES son
esenciales para el diagnéstico de la enfermedattob@bocitopenia autoinmunitaria es
la manifestacion inicial en el 15% de los caso4E8 pediatrico y se ha sugerido que
entre el 20 y el 30% de los nifios que presentapupartrombocitopénica idiopatica y
anticuerpos antinucleares, desarrollaran posteeiotenLES™Y. En el 27-52% de los
casos del LES pediatrico, se observa leucopeniandsi también comuin la
granulocitopenid?.

Afeccion pulmonar

El pulmén se encuentra involucrado en 5-77% denles con LES; las formas mas
frecuentes de afectacion pulmonar incluyen pleniteumonitis, neumonia, neumotérax
e hipertensién pulmonar. La mayoria de los nifiosadellan manifestaciones

pulmonares en algiin momento de la evolucién defermedad!**.



Tabla 1.- Criterios de la clasificacion de Lupus Etematoso Sistémico (ACR)

Eritema malar, eritema fijo plano o elevado, quésaliza sobre las prominencias
malares, sin afectacion de los pliegues nasolabiale

Erupcidon discoide, placas eritematosas elevadas damtamacion queratotica
adherente.

Fotosensibilidad, erupcién cutanea provocada parreaccion inusual de los rayos
solares.

Ulceras orales; ulceracion oral o nasofaringealoszrde indolora.

Artritis no erosiva, involucrando articulacionesriféfgicas o0 mas, caracterizadas
por dolor, tumefaccion y derrame.

Serositosis: a) Pleuritis, dolor o derrame pleutta) Pericarditis.

Alteraciones renales: a) Proteinuria mas de 0Zldil
b) Cilindros celulares: hemoglobina

Afectacion neuroldgica: a) Convulsiones b) Psigosi

Alteraciones hematoldgicas: a) Anemia hemoliti¢d_ducopenia c) Linfopenia
d) Trombocitopenia.

Alteraciones inmunolégicas: a) Anticuerpos anti-ARNevado, b) Anticuerpos
anti-Smith, c) Anticuerpos anti-fosfolipidos.

Tomado de Silverman, Future Rheumatol (2007); 2(1).

Afeccion renal

La nefritis lUpica es una de las principales mauéeiones clinicas y es la primera causa
de morbi-mortalidad en pacientes con LES pedigtapooximadamente en un 80% de

los pacientes la presentan y ésta es la que deterebicurso y presentacion de la

enfermedadf’.

En 1982, la Organizacion Mundial de la Salud (OM$sifico la nefritis lGpica en 6
categorias basandose en los hallazgos histologlcsiefropatia mas comun en el LES
pediatrico es la de grado IV y es la que mas coneftense asocia con el desarrollo de
enfermedad renal terminal o con mueffe Los episodios de exacerbacion de las
alteraciones de la funcion renal son comunes deifargvolucion de la nefritis lUpica y

con frecuencia se presenta proteinuria (de massgg2dh o 3+++, persistente).

Diagnéstico
Aunque no existe un criterio especifico para ebudistico de LES pediatrico, este se



define por medio del criterio establecido por, elégio Americano de Reumatologia

(ACR), que se ha establecido con base en las rstatfenes clinicas generales para la
evaluacion inicial de los pacientes con sospechaupels, asi como con pruebas de
laboratorio que complementan el diagnostico (Tabl&e puede realizar el diagnostico
de Lupus si se cumplen con al menos cuatro deros criterios establecidos por el

ACR™,

PATOGENESIS

La etiologia del LES no ha sido elucidada por catapl esta incluye un mosaico
complejo de factores genéticos, ambientales y hoaftes, ademas de la disregulacion
del sistema inmune, aunque se sabe que el LESc&sio ejemplo de una enfermedad
autoinmune sistémica, caracterizada por la producae autoanticuerpos contra

componentes nucleares y citoplasmaticos.

Uno de los factores ambientales implicados en legémesis del LES es la luz
ultravioleta®, ya que el sol emite radiaciones ultravioletares bandas del espectro
conocidas como bandas A, B y C. Las dos primeftaayioleta A (UVA) y ultravioleta

B (UVB) son las que lesionan la piel de los pa@smon LES, causando la presencia de
salpullido, seguido de un dafio generaliz&oAlgunos virus denominados linfotropos
como el virus Epstein-Barr son factores ambientptgsener un papel importante en la
predisposicion al LES, ya que muchos nifios y adutm LES cuando se comparan con
individuos sanos se han encontrado con una algaad® EBV en su sangre, y altos

titulos de anticuerpos dirigidos contra una deptageinas del virus EBNALf* 22,

ALTERACIONES INMUNOLOGICAS

A pesar de la complejidad de la enfermedad, seltgmado identificar defectos en
células del sistema inmune, asi como en variasigée, que se encuentran involucrados
en la ruptura de la tolerancia periférica que cordwal desarrollo de LES.

Esta enfermedad es caracterizada por diversas aldadies en las respuestas inmunes
que involucran hiperactividad de células B, célulascélulas dendriticas, funciones
fagociticas anormales y defectos en la eliminaciércomplejos inmunes y de restos
apoptoticod??.

Por otro lado independientemente de la edad deem@eson, pacientes con LES



presentan hipergammaglobulinemia y un aumento eritidlos de los autoanticuerpos
en el suero. Pacientes pediatricos y adultos naresiteraciones en células B virgenes

(8 y en el nimero de células B de meméria

Falla en los mecanismos de autorregulacion

Se ha descrito I&lla en los mecanismos de autorregulacion del sistamare, de los
gue podemos mencionar, falla de la tolerancia central dada en el Timo en edades
tempranas, en donde se le presenta a los Timdpitesursores de Linfocitos T) recién
llegados de la Médula Osea por medio de las CéRiesentadoras de Antigenos en el
epitelio, tejido propio para que sea asimilado caahy no activarse mas adelante ante
este, debido a una avidez y afinidad por el tgpidpio los linfocitos en maduracién van
adquiriendo la capacidad de discernir entre lo iprgplo extrafio; si alguna de estas
células tiene una fuerte afinidad y mayor avidemapan tejido propio, este linfocito
autorreactivo entra en apoptosis, llevando a cabeeeanismo de tolerancia central, el
cual no es 100% efectivo dejando escapar estoediioé autorreactivos.

Linfocitos B

Los linfocitos B juegan un papel principal en ldgegenesis del LES. Los pacientes con
LES tienen una marcada linfopenia, que afecta jpahmente a las células B virgenes y
de memoria, y una expansion de células que expfeBa88 (incluyendo precursores de
células plasmatica$). Se ha de mostrado que anormalidades en el désateccélulas

B virgenes resultan en una elevada produccion tamticuerpos en LES. Por ejemplo
las células B autoreactivas escapan a la fagoeissios centros germinales y nodulos
linfoides, esto ademas de posibles defectos enagpcitosis de estas células
autoreactivas y fallas en el sistema de complemecdsionand@ue su sobrevivencia
se alargue mas de lo norntdl. Los Linfocitos B de pacientes con LES exhibena un
mayor predisposicion hacia la activacion policlopal antigenos, citocinas, y otros
estimulos que conducen hacia una hipergamaglomitnéproduccion excesiva de
IgG), produccion de autoanticuerpos y formacioncdmplejos inmunes. Lo anterior
resulta en que los Linfocitos B de pacientes co’ IsSBn capaces de diferenciarse en
células productoras de IgG de forma independieateéiulas T, mediante la ayuda de
citocinas que se encuentran sobre-reguladas eanpegicon LES, como lo son IL-10,

Blys e INF4, estas citocinas crean un ambiente adecuado paraeqde la produccién



de autoanticuerposo dependientes de célula¥¥.

Linfocitos T

Aunque esta enfermedad es caracterizada por lesedefas en células B que conllevan
a la produccion de autoanticuerpos contra antiggmopios, la contribucién de las

células T en el desarrollo de la enfermedad naestionable.

Se han descrito numerosas anormalidades en ladofule células T en pacientes con
LES. Como se menciond anteriormente, una fuertdeecia de esto, es la marcada
linfopenia, aunado a varios defectos funcionalesada disminucion de la actividad
citotoxica !, una apoptosis espontanea e incrementada, adtivacelular
desbalanceada, acompafado tal vez por una acréaergaestimulacion, que conlleven
a cambios en la concentracion y/o funcion de cgldlareguladoras (Treg), en la
presentacion de Ag propios por Células presentaddeaantigenos (APC) y en la
desregulacién de la apoptosis de estas céfilas

Ademas de todas estas anormalidades, Sfikakissy demostraron que un aumento en
la actividad de las células T CD4+ contribuye cbdesarrollo de nefritis en pacientes
con LES, ademas de la apariciéon de un nueva poblate linfocitos T CD4- CD8-
doble negativas que aparecen antes de las manitesta clinicas de la enfermedad y
proveen de ayuda a las células B autoreactivas parducir anticuerpos contra

antigenos propiod”.

Deficiencias en el Sistema de Complemento

El sistema de complemento entre otras de sus fuesj@sta encargado de la depuracion
de células en apoptosis y la deficiencia de unaaday de las proteinas del
complemento; se ha asociado con la depuracién tdefet de estos restos apoptoticos
B ademas de que estas deficiencias pueden proweemydda a las células B

autoreactivas para que escapen a la apoptdsis

Por lo tanto se puede decir que el sistema de ewngpito puede estar involucrado en la
patogénesis de enfermedades autoinmunes como eBvigencia de lo anterior, es que
individuos con deficiencias en la proteina de cemanto C1g padecen de un lupus

mas severo, con glomerulonefritis y manifestacianganeas, deficiencias el C2 y C4



que conllevan a desarrollar un padecimiento meewosrs que se limita a la piel y
articulaciones. En consecuencia se ha descritolapuéitulos de los receptores 1 y 2
(CR1y CR2) del complemento se encuentran altered@scientes con LES.

APOPTOSIS

La relacion entre la apoptosis y el desarrolloadadtoinmunidad ha sido ampliamente
estudiada, y varias observaciones obtenidas de estindios proveen de evidencia
suficiente de que la muerte celular programadaaueg papel importante como

incitador o propagador de la autoinmunidi&t

La apoptosis excesiva que se presenta en paciemtetES, libera DNA, histonas y
otros antigenos intracelulares, que después deasomodo, quedan expuestos en la
superficie de las células apoptoéticas, en donde dmtectados, iniciando asi una

respuesta inmurfé?’.

En condiciones normales, el mecanismo de elimimade estos cuerpos apoptoticos es
realizado por las células dendriticas inmadurasclales se encargan de presentarlos
para inducir tolerancia junto a los linfocitospero si existe una deficiente eliminacién
de estos restos celulares, los cuales poseen otidathexcesiva de antigenos nucleares
que pueden ser captados de igual manera por séetariticas inmaduras e inducir la

ruptura de la tolerancia periférig.

BASES GENETICAS

La etiologia de esta LES no ha sido del todo ehdadpero se sabe que es una
enfermedad multifactorial, que resulta de la cofaplgeraccion de factores genéticos y
ambientales. La prevalencia de esta enfermedadeeslrédedor de 0.05 % en
poblaciones caucasicas, aunque se sabe que eeemnte en Afroamericanos, Chinos
y Mexicanos, pese a que en estas poblaciones Imanskeecho estudios epidemioldgicos
adecuadod®®. La heredabilidad (Fraccién de la enfermedad cuetdbuible a los
genes) del LES se ha estimado que es del 683 es mas frecuente que se presente
entre familiares de primer grado siguiendo un patd@ herencia no mendeliano;
evidencia de esto es el alto valor & de 29 (riesgo entre hermanos de pacientes
afectados con la enfermedad de padecer Lupuskoasd la prevalencia familiar del

LES que es del 10-12%, que indica la fuerte comtitn de los factores genéticos en la



susceptibilidad a contraer la enfermedad, aunqoién indica la participacion de

factores ambientales y/u hormondfgs

La genética del LES ha sido estudiada desde proscge los 70’s cuando se descubrid
el primer alelo asociado con la susceptibilidacesadrollar esta enfermed&d. Desde
entonces se han identificado mas de 100 factoraétiges que confieren riesgo a
desarrollar LES, mediante diversas estrategiasdiisss como estudios de caso-control,
estudios de ligamiento en multiples familias, aungolo unos pocos se han replicado en

estudios independientEs.

Estrategias para la identificacion de factores geri€os.
Existen diferentes estrategias para la identif@acide los factores genéticos

involucrados en las enfermedades complejas:

1. Analisis de ligamiento; permite determinar si marcador genético y el gen que
predispone a la enfermedad se encuentran fisicarntigatios mediante el analisis de la
cosegregacion del marcador y el fenotipo de larerddad. La evidencia estadistica de
ligamiento se conoce como LOD score, que es efitoga base 10 del cociente de 2
probabilidades: la probabilidad de que dos loci eseuentren ligados, entre la
posibilidad de que no haya ligamiento. Convencimeaite se ha considerado que un
LOD score mayor a tres es una evidencia de ligamientre dos loci especificos,

mientras que valores negativos o menores a trasindacan que el ligamiento es poco

probable.

En el estudio de enfermedades complejas es dgiutlontrar grandes genealogias
multigeneracionales debido a la participacion atof@s ambientales y la influencia de
multiples genes en su desarrollo. Por lo que estudie ligamiento resultan ser

impracticos para el estudio de estas entid&dles

2. Analisis de asociacion; en este tipo de estudmsompara la frecuencia de un
marcador entre casos no relacionados y controleessa investiga su ocurrencia
simultanea con la enfermedad a nivel de la pohtaditha asociacion significativa del
marcador con la enfermedad sugiere un gen candétdi etiologia de la enfermedad.

Otra estrategia es el uso de la prueba de ded®quiie transmision (TDT por sus siglas



en ingles), la cual permite evitar las falsas asmones debidas a estratificacion de la
poblacién obtenidas en un estudio de casos y destrian la prueba de TDT se compara
la frecuencia con la cual los padres heterocigtBrssmiten un alelo especifico de un
marcador bialélico a su hijo enfermo. Si el marca@telico se encuentra en
desequilibrio de ligamiento con el locus de la enfxlad se observara una desviacion
significativa de la frecuencia de transmision eagarpara cualquiera de los dos alelos
(una desviacion superior al 50% para cualquiedasidos alelos}}.

Hasta la fecha, los analisis del genoma completbE$ han sido realizados y de estos
se han identificado cerca de 60 loci potencialesutEeptibilidad con LES®. Las
estrategias y disefios de estudios pueden varindemdo el origen étnico de las
familias involucradas en los estudios. De tododdosidentificados, solo ocho de estos
gue muestran un LOD score >3.3 han sido replicdéosmanera independiente, usando
el fenotipo de lupus; estos loci son: 1923, 1g251841-42, 2q35-37, 4p16-15.2, 6pll-
21, 12q24 y 16q12-13, (Tabla & 14 15 171821, 25:36]

Tabla 2. Regiones del genoma que han mostrado ligaento significativo con
LES en multiples poblaciones.

Localizacion LOD score Poblacion Gen candidato
1923 4.0 AA yE FCGRIIA/IIA, CRP
1931-32 3.8 EyHI ?
1g41-42 3.3 E, AAyOR PARP, TLR5
2037 4.2 EyH PDCD1
4pl6 3.8 E ?
6p21-pl12 4.2 E HLA-DR
11p13 3.4 AA ?
12q24 3.3 HI ?
16912-13 3.4 EA NOD2/CARD15/0AZ

Europeos (E), Afro-americanos (AA), Asiaticos Hste (OR) e hispanos (HI). ?, no se ha identifiaaulo
gen candidato potencial identificado hasta ahoradifitado de Wong y Tsao 2006.

GEN CRP



La causa del LES esta basada en la pérdida darolarinmunoldgica contra antigenos
propios. Estudios del genoma han identificado 8ioregs cromosodmicas ligadas
significativamente al LES (Tabla 2). Estos incluyanto genes de la respuesta inmune
innata como de la adaptativa. De las regiones guenfostrado ligamiento significativo
se encuentra la region 1923 y de los genes candid#s importantes en la etiologia del

LES, se encuentra el gen que codifica para la im@&reactiva (CRP).

El gen CRP consta de dos exones separados por un solo irié@miro de la region
promotora se encuentran varios sitios de union faatares de transcripcion tales como:
STAT3, C/EBB y USF 112,

Varios SNPs (variaciones polimorficas de una sodesep asi como un repetido
dinucleétido de GT que va desde 12 a 21 cofffapresentes en el geRP se han

asociado con la predisposicion de un individuosadellar LES.

La ubicacion de dichos SNPs dentro del gen CRR, giguiente: los SNPs rs3093062 y
rs3091244 se encuentran en al caja E-1 y E-2 régpeente, dentro de la region

promotora del gen y se asocian con los niveles RE €érica; el SNP rs1800947 se
encuentra dentro del exén 2 en la region codificagm®ro no altera la secuencia de
aminoacidos; los SNPs rs1130864 y rs1205 se emrramedentro de la region 3’ no

traducible®?. El repetido dinucleétido de GsBta presente dentro del intféh
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FIGURA 1.Representacion del gen que codifica para la protea C reactiva.- Este gen consta de dos

exones (cajas coloreadas) separados por un sofm ifiinea azul). Se han descrito varios SNPs &n es
gen; las flechas indican la posicion de cada untwslSNPs analizados en este trabajo (ver tablard@ p

una descripcién mas detallada).

Estudios de asociacion basados en familias han steado que el alelo T del SNP

rs1205(C/T) se encuentra asociado con la susdegaidbia desarrollar LES y con la



produccién de anticuerpos antinucleares, asi cancetdesarrollo de nefritis 10pié¥

33 Los SNPs rs3093062 y rs3091244 se han relaciocauidos niveles de CRP sérica,
donde los individuos que presentan el haplotip@G&IB90T muestran los niveles mas
altos de CRP sérica, mientras que los individuosetdaplotipo -409A/-390T presentan
los niveles mas bajd&”. Un estudio realizado por el grupo de Szalai yp.ceh 2005
donde analizaron pacientes con LES de poblaciongsarias, Afro-americanas y
caucasicas, demostré que los individuos que adrmne20 copias del repetido GT tenian
un alto riesgo a desarrollar eventos cardiovasesilgrgue ademas este polimorfismo se

encuentra sobre expresado en pacientes afro-amasieahispanos.

Los niveles normales de CRP en sangre son jgg/rhl pudiéndose incrementar hasta
500 ug/ml durante la fase aguda de la inflamacion. Esépglen a incrementarse con la
edad, y son generalmente mas altos en mujeresrghembres. Valores elevados de
CRP se han utilizado como predictor del riesgo detraer alguna enfermedad
cardiovasculaP* y han sido observados en pacientes con enfermedeaniales en etapa

(31]

terminal *>~. Por el contrario, bajos niveles de CRP se asoc@n padecimientos

autoinmunes, particularmente con LB

La proteina C- reactiva pertenece a la familiaatedentraxinas, que consisten en un
arreglo ciclico de 5 subunidades idénticas unidas gnlaces no covalentes. Se ha
determinado que cuenta con sitios de unién paracties calcio (C&) y una molécula
de fosfocolina (PC) por protdbmero en su cara “Bi.dtl cara “A” se cree que existen
sitios de union para la proteina del sistema deptemrento C1q y para receptores de la
fraccion cristalizable (Fc) de las inmunoglobulifaspecificamente para receptores del
tipo ForRI) (figura 2)B%,

La CRP es producida por los hepatocitos, en retpw@esarias citocinas inflamatorias
como la interleucina IL-6 y su sintesis aumentargiitamente con la interaccion con la
IL-1B B%. Normalmente se une a la superficie de célulaptafioas, resultando esto en
una amplificacién de la via clasica del complemegntan incremento de la actividad
fagocitica de los macréfags!. Esta pentraxina se une a constituyentes espesifie

la membrana celular y material nuclear expulsadosarde la muerte celular, o

expuestos en la superficie celular durante la asogt
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FIGURA 2. Estructura de la proteina C reactiva.- Se muestran las 5 subunidades por la cual esta
compuesta esta proteina. Los residuos en colorillomadican los sitios de union para los recepsore
FcyR; los residuos en color azul son los propuest@msgie union para C1q; los residuos en color veede
cree que son importantes para la unién a C1gyR Hoos residuos en purpura y rojo han sido invesiig

por otros grupos de investigadores.

La CRP se une principalmente a pequefias ribopesteimucleares (SnRNPs) y a
fosfolipidos polares (dos de los principales auiganos en el LES). Se ha propuesto
que un procesamiento defectuoso de estos restdaresl es un factor que contribuye en
el LES®?. La unién de la CRP a la superficie de las célafasptéticas es dependiente
de (Cd") y favorece la activacion de la via clasica dehptemento incrementando la
unién de C1q y C3b/bi. La activacion del complerogrdr la protein&-reactiva difiere
de la activacion por anticuerpos, en que éstalestsg hacia ciertos componentes, pero
sin la formacién del complejo de ataque de membf¥haTambién es capaz de
interactuar con el factor H del complemento pakabin la actividad de la convertasa de
C5 causando una disminucion de un bucle de amguific de la via alterna del
complemento, lo que causa una disminucion en taksi del complejo de ataque de
membrana y por lo tanto disminuyendo la inflamaédn

La CRP se une a la cromatina por solubilizaciérésta en presencia de complemento;
experimentos de Blotting han dejado ver la unionlal€RP con la proteina D del
complejo Sm (anti-Smith) y proteinas de 70 kDa ateriboproteinas nucleares. Estos

antigenos son de los principales blancos de aitoanpos en pacientes con LES,

La habilidad de la CRP de incrementar la depurad@nélulas apoptoticas asi como su

capacidad de unirse a antigenos nucleares, hangstapla teoria de que esta proteina



actua enmascarando los autoantigenos para evddosjueconozca el sistema inmune y
qgue el incremento en la depuracion de estos amggpar la CRP puede prevenir la
autoinmunidad®®.
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FIGURA 3. Ligandos de la CRP.-el ligando clasico de la proteina C-reactiva e$okfocolina, un
fosfolipido de membrana; otros ligandos son lofgenbs nucleares expuestos en la superficie déasélu
en apoptosis, ademas de bacterias patdgenas car@orabcoco. Tras la unién a estos ligandos la GRP e
capaz de unirse a la proteina C1qg del complemeattiiyar la via clasica de este sistema, o unifes a
receptores R® e iniciar la depuracion de estos complejos.

JUSTIFICACION.

En un estudio previo de casos y controles, readizaat Vicente Baca y colaboradores
131 se analizaron diversas variantes polimérficas ute solo nucleétido (SNPs)

localizadas en genes involucrados en la respuestane en 130 pacientes con LES.
Nuestros resultados preliminares de los polimodisml082 G/A, -819 C/T y -592 C/A

del gen IL-10, -174 G/C del gen IL-6 y el R/H13&l dgen FgRIIA no mostraron



diferencias significativas entre los pacientes @ieidios mexicanos y los controles sanos,
muy probablemente debido a limitaciones en el tant&ila muestra y/o debido a que
otros genes que participan en la respuesta inmotrjan estar involucrados en la

susceptibilidad de la enfermedad.

En este proyecto se buscaron polimorfismos ascei@toel gen de la proteir@

reactiva (CRP) con la susceptibilidad a padecendugritematoso sistémico (LES) en
poblacion pediatrica mexicana. Los resultados @eloesr nos permitieron contribuir al
conocimiento de los factores genéticos involucradaos la etiopatogenia de esta
enfermedad, mismos que tendran aplicacién potercidh prevencion, diagndéstico y
tratamiento del LES y sentardan las bases para eldies de otras entidades

multifactoriales comunes en nuestro medio.
OBJETIVOS
Objetivo general:

Determinar si polimorfismos de un solo nucle6ti@NPs) localizados en el gen de la
proteina C Reactiva (CRP), se encuentran asocatibsusceptibilidad para desarrollar

LES, en pacientes pediatricos mexicanos.

Objetivos especificos:

1. Determinar si existe asociacion entre los SNPdilatios en el gen de la

CRP y LES de inicio en la edad pediatrica.

2. Determinar si existen diferencias entre los polfisoros asociados a

LES en otras poblaciones con los encontrados presénte estudio.

3. Establecer si existe correlacion entre los polimorbds estudiados y las

manifestaciones clinicas y de laboratorio de LES.

4. Conocer la frecuencia de los polimorfismos menaosaen una muestra

de individuos mexicanos.

HIPOTESIS



Los polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) liazeaos en el gen de la Proteina C
reactiva involucra a la respuesta inmune e inflanaty se encuentran asociados a la

gravedad y susceptibilidad para desarrollar LEBamientes pediatricos mexicanos.

CLASIFICACION DE LA INVESTIGACION
Estudio de casos y controles, transversal, prospegicomparativo.

MATERIALES Y METODOS.
POBLACION DE ESTUDIO.

Para el estudio de casos-controles, se incluye@m [2acientes con LES y 436
individuos sanos sin antecedentes de enfermedati@araunes (determinado mediante
la aplicacion de un cuestionario), que se utilimaromo controles; ambos grupos fueron

pareados por sexo y origen geografico.

MUESTRAS.

A todos los pacientes, a sus padres y a los cestis# les extrajeron de 5-10 ml de

sangre periférica usando EDTA como anticoagulareio consentimiento informado.

EXTRACCION DE DNA.

La extraccion del DNA gendmico se realizé a patérleucocitos de sangre periférica,
utilizando la técnica convencional de fenol-cloraio y precipitacién con etanol [27].
Alternativamente, la extraccién del DNA se llevéado, utilizando el Kit QIAGEN. La
integridad del DNA se verifico en un gel de agaraisio tefiido con bromuro de etidio.

El DNA obtenido se cuantifico por espectrofotongetri

ANALISIS MOLECULAR.

GENOTIPIFICACION DE SNPs EN EL GEN DE LA CRP.

Se analizaron 6 SNPs descritos en el gen de l&ipeoiC reactiva (CRP), que han
mostrado asociacion en otras poblaciones afectanakES.

Los SNPs fueron caracterizados por el método fhoemete de 5’ exonucleasa (Tagman)
291 | os SNPs se analizaron en forma independientenpaplotipos construidos con
el programa HAPLOVIEW V3.2.



Método fluorescente de 5’ exonucleasa (Tagman®).

Para cada ensayo de discriminacion alélica, séalise 2 sondas especificas marcadas
en el extremo 5’ con fluorocromos diferentes, VEgel alelo 1 y FAM para el alelo 2,
ademéas ambas sondas tienen en el extremo 3’ un¢hjee (TAMRA) el cual mientras
la sonda permanece intacta, inhibe la emision wlrdscencia. Durante la reaccion de
PCR los primers hibridan con una secuencia espadaikl templado de DNA. Si éste
contiene la secuencia polimorfica, la sonda de Bagtambién hibrida con su secuencia
homdéloga. Durante la PCR, la AmpliTag Gold, quendiactividad tanto de DNA
polimerasa como de exonucleasa 5'-3’, es capadgdeidla sonda marcada durante la
amplificacion y liberar el colorante fluorescente k& accién del “quencher”, de tal
manera que dadas las condiciones de astringenlizadda durante la reaccion, solo la
sonda especifica para el polimorfismo presenté sapaz de hibridar. Por lo tanto es

posible diferenciar un alelo del otro con baseldipe de fluorescencia emitida.
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FIGURA 4. Plot de Discriminacién Alélica.-Se muestran los tres grupos de genotipos que s®iffor
usando dos tipos de sondas Vic para el alelo Xp(gan color rojo), se forma con los individuos goe
homocigotos para el alelo 1 y Fam para el alelog¥upo en color azul), formado por los individupse
son homocigotos para el alelo 2, los individuos goe heterocigotos (alelos 1 2), se distinguenlgor
combinacion de los dos fluorocromos (rojo y aztiyervandose de color verde.

DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS Y SONDAS ESPECIFICAS.

Los oligonucleétidos y las sondas se disefiaroretenftware PRIMER EXPRESS v2.0
(Applied biosystems, Foster City, CA).

UBICACION DEL ESTUDIO.

Los pacientes fueromeclutados, previo consentimiento informado y désgito de LES,
en el Departamento de Inmunologia del Instituto ibied de Pediatria. ElI analisis
genético y el estudio molecular se llevo acabo lelaboratorio de Genomica de las

Enfermedades Multifactoriales del Instituto Naciota Medicina Gendmica.

RESULTADOS

El analisis de forma independiente de los seis SR&liados, indican que en 4 de los 6
SNPs no existen diferencias estadisticamente &igtifas entre ambos grupos
(pacientes y controles). Los SNPs que no mostrasogiacion son los siguientes: CRP
1 (T/A), CRP 2 (G/C), CRP 3 (C/A) y CRP 6 (T/C) bla3 p>0.05).

Tabla 3.- SNPs presentes en el gen de la CRP guanfanalizados dentro del presente

estudio
SNP Rs Alelo menos Valor de P O.R 95% CI
frecuente %*

CRP 1 rs1417938 (A/T) 371 0.13 1.18 (0.95-1.46)
CRP 2 rs1800947 (G/C) 2.0 0.22 N.D

CRP 3 rs3093066 (C/A) 0.7 0.73 N.D

CRP 4 rs1130864 (C/T) 371 0.08 0.83 (0.67-1.02)
CRP 5 rs1205 (C/T) 395 0.04 1.25 (1.01-1.56)

CRP 6 rs2808630 (T/C) 17.3 0.91 N.D




A su vez, dos de estos no resultaron ser polinagfen nuestra poblacion CRP 2 (G/C)
y CRP 3 (C/A), por lo que se excluyeron para elisis&como haplotipos. Por otro lado,
cuando se relacioné la frecuencia de estos polismeoks con el riesgo a desarrollar
glomerulonefritis, los polimorfismos CRP1(A/T) y €R (C/T) resultaron asociados
(P<0.05).

Como se muestra en la tabla 3, el alelo T del SIRP @ mostré una tendencia a la
asociacion (p=0.08). El alelo T del SNP CRP 5 nd@ostsociacion con el riesgo a
desarrollar LES en nuestra poblacion (p=0.039; OR51C 95%=1.25-1.56) (Tabla 3).
Aunque este valor dB se pierde después de someterlo a una prueba @eaon, el
alelo T de este polimorfismo ya se habia asociadpla susceptibilidad a desarrollar
LES en otras poblacion&§!, pero en poblacién mexicana la asociacion que traues

muy débil.

Tabla 4.- Distribucién Genotipica y Alélica dellifrwrfismo rs1130864(C/T) del Gen
CRPen Pacientes Pediatricos con LES y Controles Sanos

Genotipo  Pacientes Controles X? P OR (95% IC)
n=295 (%) n=431 (%)

CcC 115 (38.9) 142 (32.9) CCvsCT 19 0.165 0.79

(0.57-1.1)
CT 141 (47.8) 219 (50.9) CCvsTT 25 0.112 0.69
(0.43-1.1)
TT 39 (13.2) 70 (16.2) CCvs 2.8 0.095 0.77
[CT+TT] (0.56-1.1)
Alelos
C 371 (62.9) 503 (58.4)
T 219 (37.1) 359 (41.6) 3.0 0.083 0.83
(0.67-1.02)

La construccion de haplotipos, reveld que dos ties ehuestran una tendencia a la
asociacion, (haplotipo 1 p= 0.067, haplotipo 2 p856) (Tabla 4). Cabe destacar que
ambos haplotipos se encuentran definidos por lel®salgue mostraron tendencia a la
asociacion en el andlisis individual de los SNRshdplotipo 1, se encuentra definido
por el alelo T del SNP CRP 4 (OR=0.89, 95% ICFalL&4).



Tabla 5.- Distribucion Genotipica y Alélica del Pabrfismo rs1205(C/T) del GEGRP
en Pacientes Pediatricos con LES y Controles Sanos.

Genotipo  Pacientes Controles X? P OR (95% IC)
n=295 n=434 (%)
(%)
CcC 108 (36.6) 191 (44.0) CCvsCT 29 0.091 1.32
(0.96-1.82)
CT 141 (47.8) 189 (43.5) CCvsTT 3.1 0.079 15
(0.95-2.38)
TT 46 (15.6) 54 (12.5) CCvs 4.0 0.046 1.4
[CT+TT] (1.0-1.84)
Alelos
C 357 (60.5) 571 (65.7)
T 233 (39.5) 297 (34.3) 4.2 0.0398 1.25
(1.01-1.56)

El haplotipo 2 que mostré cierta tendencia a laias@n, se define por el alelo T del
SNP CRP 5 (OR= 1.24, IC 95%=1.04-1.55). Este aslel que mostrd asociacion con

el riesgo a desarrollar LES en nuestra poblacion)gque aunque el valor de&no es

significativo, podria este conferir un ligero riesgn nuestra poblacién. Cuando se

eliminé el SNP CRP 6 del bloque de haplotipos,adbvdeP del haplotipo 2 disminuye

a 0.04 mostrando una asociacion débil pero sigtitia

Tabla 6.- Haplotipos construidos por el analisiso3eSNPs del gen CRP

Haplotipo SNP: Controles LES P OR
CRP6 CRP5CRP4 CRP1 n=436 (%) n=296 (%) 95% IC

1 T C T T 40.7 36.2 0.067 0.89
(0.67-1.04)

2 T T C A 34.0 39.0 0.055 1.24
(1.04-1.55)

3 C C C A 16.9 16.9 0.879 1.03
(0.79-1.37)

4 T C C A 7.2 6.3 0.501 0.85
(0.58-1.34)

Adicionalmente se correlacioné si alguno de los Shiralizados se encontraba asociado

con una de las manifestaciones clinicas de la mefdéad. Los SNPs estudiados se



cuantificaron en pacientes con LES que tienentigefriestos datos se retaron contra los

pacientes que no padecen nefritis.

Se contabilizaron un total de 245 pacientes, delades 151 presentaron nefritis y 95
no. De los 6 SNPs analizados solo dos mostraronasoeaiacion significativa con el
riesgo a desarrollar nefritis de forma independipastos fueron los polimorfismos CRP
1 (A/T) P=0.02 (tabla 6) y CRP4 (C/PB=0.04 (tabla7).

De igual forma, se construyeron los haplotipos espondientes, donde uno de estos;
definido por los alelos minoritarios de los dos SNf@e mostraron asociacion CRP4 T,
CRP1 T, también se asociaron con el riesgo a ddisariES P=0.04 (OR=2.3,

IC=0.98-5.5). Al eliminar el SNP CRP6 de nuevoyalor deP para este haplotipo

disminuyo a 0.02. Cabe destacar, que ninguno dis édlPs se ha asociado con el
riesgo a desarrollar la enfermedad o alguna demsusfestaciones clinicas en estudios
realizados en otras poblaciones, aunado al hechgueéese encuentran en fuerte

desequilibrio de ligamiento (LDf= 95.

Tabla 7.- Distribuciéon Genotipica y Alélica del Pabrfismo rs1417938(A/T) del Gen
CRPen Pacientes Pediatricos con LES con glomerulibisefs. pacientes con LES sin
glomerulonefritis

Genotipo  Con Nefritis  Sin Nefritis X° P OR (95%
n=151 (%) n=95 (%) IC)

AA 48 (31.8) 43 (45.25) AAvsCT 3.2 0.07 1.6
(0.95-2.90)

AT 78 (51.7) 43 (45.25) AAvsTT 25 0.03 2.5
(1.05-5.9)

TT 25 (16.5) 9 (9.5) AA vs 4.8 0.03 1.8

[AT+TT] (1.06-3.01)

Alelos

A 174 (58.3) 128 (67.4)

T 128 (41.7) 62 (32.6) 5.4 0.02 1.6

(1.07-2.3)
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FIGURA 5.Plot de los haplotipos construidos con el programblaploview V3.32.-Los SNPs CRP2 y
CRP3 no se encuentran en desequilibrio de ligamiemt los otros SNPs analizados. De igual forma los
polimorfismos CRP4 y CRP1 se encuentran en fuerseqlilibrio de ligamiento r'= 95. Se muestran los
valores deren cada casilla.

Tabla 7.- Distribucion Genotipica y Alélica del labrfismo rs1130864(C/T) del Gen
CRPen Pacientes Pediatricos con LES con glomerulibisefs pacientes con LES sin
glomerulonefritis

Genotipo Con Nefritis  Sin Nefritis X° P OR (95%
n=151 (%) n=95 (%) IC)
CcC 50 (33.1) 42 (44.2) CCvsCT 1.7 0.18 1.45
(0.83-2.52)
CT 76 (50.3) 44 (46.3) CCvsTT 3.8 0.05 2.3
(0.98-5.5)
TT 25 (16.6) 9 (9.5) CCvs 3.1 0.08 1.6
[CT+TT] (0.94-2.7)
Alelos
C 176 (58.3) 128 (67.4)
T 126 (41.7) 62 (32.6) 41 0.04 148

3 (1.01-2.16)

El SNP CRP 1 que mostrd la asociacion mas fuegtensuentra dentro del intrén del
genCRP,por lo que no se sabe a ciencia cierta cual sead¢aon que cumple dentro del
gen, a diferencia del polimorfismo CRP4 que se entta dentro de la regiéon 3’ no
traducible (3' UTR) y por lo tanto puede influerncia estabilidad del mMRNA y a su vez

alterar los niveles de la proteina en sangre pde



Tabla 8.- Haplotipos construidos por el analisisa3eSNPs del ge@RPen pacientes con LES y

nefritis
Haplotipo SNPs Sin nefritis Con nefritis P OR
CRP CRP5 CRP4 CRP1 N=95(%) n=151 (%) 95%IC
6

1 T T C A 37.6 40.4 0.538 0.89
(0.63-1.32)

2 T C T T 40.5 31.3 0.041 1.5
(1.04-2.22)

3 C C C A 15.3 19.7 0.207 0.74
(0.49-1.25)

4 T C C A 4.3 7.5 0.131 0.55
(0.31-1.37)

DISCUSION

Se sabe que los pacientes con LES exhiben nivélesos de CRP por debajo de lo

normal. Dado que una de las principales funciomessth proteina es la de la depuracion

de complejos inmunes y restos apoptoticos, titdissinuidos de CRP en suero pueden

influir en la pérdida de tolerancia inmunolégicasgr un factor para el riesgo a

desarrollar LES. Los polimorfismos analizados eprekente estudio se encuentran en

regiones no codificadoras a excepcién del SNP C&?2) que causa una mutacion

silenciosa y no afecta la secuencia de aminoacalogjue este polimorfismo no mostro

asociacion con la enfermedad y resulto ser podmpdito en nuestra poblacion.

Los resultados demuestran que, por una parte el GRIP5 se encuentra débilmente

asociado con el riesgo a desarrollar LES en edeside casos y controles pero no lo

estd con una de las manifestaciones clinicas denfarmedad como lo es la

glomeruloneffritis.

El alelo T de este SNP ya se ha mostrado asociaul@Icriesgo a desarrollar LES en

otras poblaciones y mas aun con el riesgo a ddélsaraoticuerpos antinucleares (ANA)

y con niveles bajos de CRP en suéfo La frecuencia de este polimorfismo en nuestra

poblacion es mayor 39% comparado con las que @nBlissell (Caucasicos Europeos,

Afro-caribefios e indio-asiaticos) 33%, 14% y 32%pectivamente. Este SNP se

encuentra en la regidon 3’ UTR y se sabe que esfisnes tienen que ver con la



estabilidad del mensajero, ya que a su vez esim@dismo se asocia con niveles bajos
de CRP en suero que puede originar inestabilidddnd®NA causando su pronta
degradacion y por lo tanto afectando los nivelesiles de esta proteina en sangre y que,
dado a que esta se encarga de la depuracion deéegosnipmunes y de enmascarar auto
antigenos que son blanco de autoanticuerpos enlafffesencia de este polimorfismo
se traduzca en un depuramiento defectuoso de estoplejos y por lo tanto
desencadene la pérdida de tolerancia hacia estariipgenos (debido a la ausencia de la
CRP).

En un estudio publicado recientemente por Jonsenlsy asociaron este SNP, también
con el riesgo a desarrollar nefritis [UpiP&0.01, lo cual contrasta con los datos que
nosotros obtuvimos”>0.05. Lo anterior sugiere que Se necesita un aAsaas

profundo de este SNP para corroborar el verdadspelgue juega en la etiopatogénesis

de la enfermedad.

De igual forma los SNPs CRP4 que mostré una temaena asociacion, si se encontro
asociado aunque débilmente con el riesgo a delsarndfritis en paciente con LES de
inicio temprano. Este SNP se ha encontrado enefuesequilibrio de ligamiento con el
alelo T del SNP rs3091244 que se encuentra entiend&a union para un factor de
transcripcior®® y se asocia con niveles basales de CRP por ddbdgonormal, aunado
al hecho de que el polimorfismo CRP4 se encuentrafuerte desequilibrio de
ligamiento con el SNP CRP5=r 95; la presencia de este haplotipo causa nivdges
expresion bajos del ge@BRP y por lo tanto la depuracién defectuosa de coroplej

inmunes.

Como se menciong, el alelo T del SNP CRP5 fue elmastré la asociacion mas fuerte
con el riesgo a desarrollar nefritis en la muedérgacientes. Este SNP no se ha descrito
en otras poblaciones asociado con el riesgo arddaalES u otra enfermedad, aunque
este polimorfismo se encuentra en una region imady aparentemente no afectaria la
expresion de la proteina; en ultimas fechas sedesorito polimorfismo en regiones
intrénicas de algunos genes que afectan la expre&dsus proteinas correspondientes
Y como un polimorfismo en la regién intrénica deh grie codifica para la interleucina

6 (IL-6), que afecta los niveles plasmaticos de esterleucina. El alelo T de este

polimorfismo, tuvo la asociacion mas fuerte corriebgo a desarrollar nefritis en el



grupo de estudip=0.02, lo cual indica que este alelo se encuentralucrado en la
etiopatogénesis de la enfermedad y mas concretamem la susceptibilidad a

desarrollar nefritis.

Por otra parte, los complejos inmunes son fijaddeesomplemento, y estos se fijan en
la superficie del glomérulo; por lo que si existe depuramiento defectuoso de estos
complejos, se pueden desencadenar una respuest@enhacia estos antigenos y
desencadenar dafio al rifidn. Por lo que la deficaie proteinas que se encargan de la

depuracion de estos restos celulares es claveepdesarrollo de este tipo de patologias.
(53]

Se sabe que para el andlisis de OR de 1.2 combes® se requieren tamafos de
muestras grandes y aunque se cuenta con un nuieeeal@ de pacientes talvez no es
suficiente aun para corroborar si efectivamenteSbd’s del gen CRP se encuentran
asociados o no con la susceptibilidad a desaridi& en nuestra poblacion.

OBJETIVOS Y METAS ALCANZADAS

Se cumplié con el objetivo principal de la inveatigpn, ya que se identificé un
polimorfismo de susceptibilidad a desarrollar LESheestra poblacion, el cual ya habia

sido identificado como un factor de riesgo a dediarrLES en otras poblacioné8.

En cuanto a los objetivos especificos se logré d¢wunepn los planteados para el

presente estudio como se menciona a continuacion:

1. Se encontraron evidencias estadisticas de quelelaldel SNP CRP5 (C/T) se
encuentra asociado con el riesgo a desarrollardrESuestra poblacion, aunque

ejerce un efecto modesto OR= 1.25.

2. Como se menciono anteriormente, este SNP ejeredegto modesto en nuestra
poblaciéon en comparacion con lo reportado en essyglievios, aunado a que se
identificd un SNP en regién intrénica que elevaiedgo a desarrollar nefritis en
los pacientes con LES de inicio pediatrico, el aw@ha sido reportado en otras

poblaciones.



3. Se encontraron dos polimorfismos que se asocianetaoiesgo a desarrollar
nefritis en pacientes con LES, dichos SNPs son: ICRPT) P=0.02, y CRP4
(C/T) P=0.04, en ambos SNPs el alelo T fue el de susacibdidb.

4. La frecuencia de los polimorfismos en nuestra podiadifiere a la reportada en
otras poblaciones, por ejemplo el SNPs CRP1 (A& )pgesentan en mayor
frecuencia en nuestra poblacién que lo reportada @zaucasicos y Afro-

americanos.

CONCLUSIONES.

El polimorfismo CRP 5 (C/T) se encuentra asocianio & riesgo a desarrollar LES en
nuestra poblacion, aunque ejerce un efecto mod@dks 1.25, Al realizar la
construccion de haplotipos se observé uno que @geatra asociadb<0.05, el cual se
esta definido por el alelo T del SNP CRP 5, lo @aadfirma que este polimorfismo esta
involucrado con la susceptibilidad a desarrollaGlLd&Enuestra poblacién. Por otra parte,
al correlacionar los SNPs analizados con algunéasienanifestaciones clinicas de la
enfermedad, se encontraron dos que ejercen uroafemtlesto al riesgo a desarrollar
nefritis, estos SNPs son: CRP1 (A/T) OR= 1.6 y CRPZ) OR= 1.5.

Uno de los Haplotipos construidos, también se asadiesgo a padecer nefritis, el cual
se encuentra definido por los alelos minoritariesathbos SNPs (haplotipo 2 Tabla 8).

Cabe destacar que ambos SNPs se encuentra endesetguilibrio de ligamientd=95.

Lo anterior indica que solos algunos polimorfismels gen CRP se encuentran
involucrados con el riesgo asociado a Lupus eritesoasistémico en nuestra poblacion
y mas aun con el riesgo a padexefritis lUpica. Por lo que se requiere de un aisli
mas exhaustivo para elucidar el verdadero papelestes polimorfismos con la

susceptibilidad al LES en nuestra poblacion.
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ANEXO |

CALENDARIO DE ACTIVIDADES

Tiempo (semanas)

1 2

3 4

Captacion de pacientes y grupo

control

Extraccion del DNA

Tipificacion de alelos HLA |y HLA
Il

SNPs.

Andlisis de discriminaciéon alélica de los

Combinacion de los haplotipos con el
programa GENEHUNTER (regresion lineal)

controles.

Analisis de asociacion de los SNPs, por la

prueba de TDT y comparacion de casos y

Publicacion




ANEXO lI
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPANTE S CON LES.
1. México, D. F. a de de 200

Por medio de la presente hago constar que mi hijo (a)

, mi conyuge y yo (y en caso

necesario mis otros hijos), estamos de acuerdo en participar en el proyecto de investigacion

“Polimorfismos en genes candidato y su asociacion ¢ on Lupus Eritematoso Sistémico de

inicio en la edad pediatrica.

Estamos enterados de que nuestra participacidhestuglio consistird Gnicamente en donar una
muestra de 10 ml de sangre venosa por parte dgar{ah enfermo y de 15 ml por parte de mi conyyge
yo, ademas de responder preguntas relacionadda eafermedad de mi hijo(a).

Se nos ha explicado que la sangre sera tomadaadeena del brazo con todos los requisitos de sialyri
como el uso de material nuevo y por personal calid, por lo que no representa ningun riego para
nosotros y que la Unica molestia que podria prassmtes la aparicion de un pequefio hematoma o
moretén que desaparecera en 3-5 dias. Asi misnsohamw comentado que la informacién obtenida del
estudio genético y de los cuestionarios es absoknte confidencial y que esta informacion sera
manejada Unicamente por los investigadores y séta sitilizada para conocer los antecedentes y
evolucidon de la enfermedad. Estamos consientes we rgyestra participacion en el estudio es
completamente voluntaria, que participar no impl@@o o retribucion alguna y que si en medio del
proceso decidimos no continuar, toda la infformac@nopilada sera eliminada.

Hemos leido la informacién descrita y nuestras preguntas acerca del estudio han sido

respondidas satisfactoriamente.

Atentamente

Nombre y firma del padre, la madre o el tutor (No. Telef6nico)

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del

testigo

He entregado al padre, madre o tutor del participante con LES la informacién precisa y
necesaria sobre los objetivos del proyecto, riesgos, beneficios y derechos que tienen cada uno
de los participantes. Declaro que su decisién de participar en el estudio ha sido tomada de
manera libre, sin presiones o influencias de ningun tipo, y soy testigo de que esta carta ha sido

firmada por el padre o tutor del participante arriba mencionado.

Nombre y firma del Investigador (No. Telef6nico)



ANEXO I

HOJA DE CAPTACION DE DATOS
No. de Familia OO0

No. de Paciente oo
Fecha de evaluacion 0000

Nombre del paciente

Registro
Institucién 00 CMN O CMR OHIM O INP O Oftras

Especificar

Fecha de Nacimiento OO0 Edad actual Uafos Umeses
Origen geografico [1[]
Sexo LUF OM

Lugar de Nacimiento

Nombre del Padre

Lugar de Nacimiento

Nombre de la Madre

Lugar de Nacimiento

Escolaridad: Paciente Padre ____Madre

Antecedentes de Nacionalidad Extranjera en: Padres , Abuelos, Bisabuelos, otros.

0Si [No Especificar
Direccion
Teléfono
Médico evaluador:
Nombre Firma_
Fecha de inicio de los sintomas nooooo
Edad al inicio de los sintomas [10) aflos[1[1 meses
Fecha en que se establece el diagndstico oooooo
Edad al momento del diagndstico (0] aflosl]imeses

Cumple con los criterios de clasificacion para LES propuestos por el ACR

OSi [ONo NuUmero de criterios o0

Existe algun antecedente de Lupus u otra enfermedad autoinmune en la familia

OSsi [JNo Especificar:

Enfermedad Parentesco_
Enfermedad Parentesco
Enfermedad Parentesco

Enfermedad Parentesco




MANIFESTACIONES CLINICAS

.- SINTOMAS CONSTITUCIONALES
a). Fiebre
b). Pérdida de peso
c). Fatiga

l.- MUCOCUTANEAS
a) Eritema malar
b) Lesiones discoides
d) Fotosensibilidad
c) Ulceras nasales/orales
e) Alopecia
f) Vasculitis cutanea

Otras (especificar):

Il. MUSCULOESQUELETICAS
a) Artralgias

b) Artritis
c¢) Mialgias

Otras (especificar):

lIl. NEUROPSIQUIATRICAS
a) Crisis convulsivas

b) Psicosis

¢) Sindrome Orgéanico Cerebral
d) Mielitis Transversa

e) Cefalea

f) Enfermedad vascular cerebral
g) Neuropatia craneal

h) Neuropatia periférica

i) Corea

Otras (especificar):

IV.- CARDIOVASCULARES

a) Pericarditis

I e A N

e



b) Miocarditis
¢) Infarto al miocardio
d) Valvulopatia

Otras (especificar):

V.-PULMONARES
a) Pleuritis
b) Neumonitis
¢) Hemorragia
d) Hipertension pulmonar

Otras (especificar):

VI.-GASTROINTESTINALES
a) Pancreatitis
b) Hepatitis
c) Peritonitis

Otras (especificar):

VII.-HEMATOLOGICAS
a) Trombocitopenia
b) Anemia hemolitica
c¢) Leucopenia
d) Linfopenia
e) Neutropenia

Otras (especificar):

VIII.-RENALES

Nefritis Si [ No [

Proteinuria persistente > 0.5g o proteinuria +++ en
Cilindros eritrocitarios, granulosos, tubulares, de
Eritrocituria 1 10 eritrocitos por campo

Elevacion de creatinina sérica ( 1.5 mg/dl)

el EGO Si [1 No
hemoglobina o mixtos Si [ No
Si O No
Si O No
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Depuracion de Creatinina 100 ml/min/1.73 m2
Hipertension arterial
Biopsia renal

a) Glomerulonefritis Clase |

b) Glomerulonefritis Clase I

c¢) Glomerulonefritis Clase I

d) Glomerulonefritis Clase IV

e) Glomerulonefritis Clase V

IX.-TROMBOSIS
a) Arterial

b) Venosa

X.- OTRAS MANIFESTACIONES

ESTUDIOS INMUNOLOGICOS:
a) Anticuerpos antinucleares
b) Anticuerpos anti-DNA
¢) Anticuerpos anti-Ro
d) Anticuerpos anti-La
e) Anticuerpos anti-Sm
f) Anticuerpos RNP
g) Anticuerpos anti-Cardiolipina

h) Anticoagulante lapico

OTROS ESTUDIOS (especificar):

Si [ No [J
Si 1 No [J
0
0
1 Positivos [0 Negativos 1 N.D.
1 Positivos [0 Negativos ~ [1 N.D.
[1 Positivos [0 Negativos 1 N.D.
1 Positivos 01 Negativos [ N.D.
[J Positivos [ Negativos [ N.D.
[J Positivos [ Negativos [ N.D.
[J Positivos [ Negativos [ N.D.
) Positivo [J Negativo [J N.D.
[0 Positivo [0 Negativo
[0 Positivo [0 Negativo
) Positivo [J Negativo

Si 0 No [



Anexo IV. CRITERIOS DE CLASIFICACION PARA LES

1. Rash malar O

2. Lupus discoide O
queratésica
puede ocurrir cicatrizacion

3. Fotosensibilidad O
por

4. Ulceras orales O

observada
5. Artritis O
periféricas
volumen o
6. Serositis O O
auscultado
0
de
7. Alteracion renal O O
O
8. Alt. Neurolégica O O
alteraciones
desequilibrio
0

alteraciones
cetoacidosis, o desequilibrio
hidroelectrolitico.

9. Alt. Hematoldgica O O
0
ocasiones
0
ocasiones
O
de
10. Alt. Inmunolégica O O
0
anormales.
0
O
han sido

confirmadas con prueba de
treponema o prueba de FTA.

11. ANA O

farmacos

NUmero de criterios positivos

Eritema fijo, plano o elevado, en las eminencias m  alares,
gue tienden a respetar los pliegues nasolabia les.

Placas eritematosas elevadas con descamacion
adherente y tapones foliculares;

atréfica en las lesiones antiguas.

Rash que resulta de reaccién poco usual a la luz del sol,
historia o por observacion del médico.

Ulceracion oral o nasofaringea, generalmente indo  lora,
por un médico.

Artritis no erosiva que afecta dos o mas articul aciones
caracterizada por dolor a la presi  6n, aumento de
derrame.

a) Pleuritis; historia convincente de dolor pleural o frote
por un médico, o evidencia de derra  me pleural.

b) Pericarditis: documentada por EKG o frote o evide  ncia
derrame pericardico.

a) Proteinuria persistente mayor de 0.5 g por dia o
mayor de 3+ si no se cuantifica.

b) Cilindros celulares: pueden ser de eritrocitos,
hemoglobina, granulares, tubulares o mixtos.

a) Convulsiones; en ausencia de farmacos causales o}
metabdlicas conocidas (uremia, cetoacidosis, o0
hidroelectrolitico).
b) Psicosis: en ausencia de farmacos causales o
metabdlicas conocidas (uremia,

a) Anemia hemolitica con reticulocitosis.
b) Leucopenia: menos de 4000/mm3 en dos o mas

c) Linfopenia: menos de 1500/mm3 en dos o0 mas

d) Trombocitopenia: menos de 100,000/mm3 en ausenc ia
farmacos causales.

a) Células LE positivas
b) Anti-DNA: anticuerpos contra DNA nativo a titul  os

¢) Anti-Sm: anticuerpos contra el antigeno nuclear Sm

d) Pruebas serolégicas falsas positivas para sifili s que
positivas por lo menos 6 meses Yy
inmovilizacion del

Titulo anormal de anticuerpos antinucleares por inm uno-
fluorescencia 0 un ensayo equivalente en ausen cia de

asociados al sindrome de “lupus inducido por d rogas.



CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPANTE S VOLUNTARIOS
SANOS
México, D. F. a de de 200

Por medio de la presente hago constar que yo

estoy de acuerdo en participar en el

proyecto de investigacion ““Polimorfismos en genes candidato y su asociacién c on Lupus

”

Eritematoso Sistémico de inicio en la edad pediatri ca.

Estoy enterado de que mi participacion en el estadnsistira Gnicamente en donar una muestra
de 15 ml de sangre venosa y responder preguntasahdas con mi salud.

Me han explicado que la sangre sera tomada de ema del brazo con todos los requisitos de
seguridad, como el uso de material nuevo y poropetscalificado, por lo que no representa ningégai
para nosotros y que la Unica molestia que poddaeptarse es la aparicion de un pequefio hematoma o
moretén que desaparecera en dias. Asi mismo, meomaentado que la informacion obtenida del estudio
genético y del cuestionario es absolutamente cemfidl y que esta informacion serd manejada
Unicamente por los investigadores.

Estoy consiente de que mi participacion en el éstesl completamente voluntaria, que participar
no implica pago o retribucién alguna y que si endimedel proceso decido no continuar, toda la
informacion recopilada sera eliminada.

He leido la informacién descrita y mis preguntas acerca del estudio han sido

respondidas satisfactoriamente.

Atentamente

Firma del participante voluntario (No. Telefénico)

Nombre y firma del Testigo Nombre vy firma del
Testigo

He entregado al participante la informacion precisa y necesaria sobre los objetivos del
proyecto, riesgos, beneficios y derechos que tiene. Declaro que su decision de participar en el
estudio ha sido tomada de manera libre, sin presiones o influencias de ningun tipo, y soy testigo

de que esta carta ha sido firmada por él.

Nombre y firma del Investigador (No. Telef6nico)
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