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Carta para realizar estudio genético

Resumen Estructurado

“Identificacién de polimorfismos del gen CTLA-4 en pacientes con pénfigo

vulgar del Hospital General de México”

Planteamiento del problema En estudios previos se ha propuesto el papel
preponderante de la inmunidad celular y humoral en el desarrollo del pénfigo vulgar.
Existen escasos estudios que muestran el papel de la expresion del gen CTLA4 en la
patogenia del pénfigo sobretodo en la variedad superficial; no obstante, en la literatura
no se encuentran estudios que evallen la existencia de alelos en el gen CTLA4 en
pacientes con pénfigo vulgar. Pregunta de investigacion: ¢ Cual es la frecuencia de

los polimorfismos del gen CTLA4 en pacientes con pénfigo vulgar?
Objetivos.

1. Determinar la frecuencia de los polimorfismos del gen (rs12990970, rs231775,

rs3087243) en el pénfigo vulgar.

2.- Producir una genoteca de muestras de pacientes con el diagnostico de pénfigo

vulgar e individuos control de la poblacion mexicana mestiza.
Hipotesis.

1. Si la frecuencia de polimorfismos de CTLA4 es elevada en pacientes con
pénfigo wvulgar, entonces podremos determinar la influencia de dichos

polimorfismos en el desarrollo de pénfigo vulgar.
Metodologia. Disefio del estudio: Serie de casos
Criterios de inclusion.

1. Pacientes que durante el estudio o en fechas pasadas el paciente haya sido
diagnosticado con pénfigo vulgar confirmado por criterios clinicos, histologicos e

inmunohistoquimicos.

2. Poblacibn mestiza mexicana (sujeto nacido en México, con padres y abuelos

mexicanos).

Criterios de no inclusion.




1. Pacientes con 1-2 criterios de diagnostico de la enfermedad.

Variables.

Variables principales.

1. Distribucién alélica: Nominal (homocigoto silvestre, heterocigoto, homocigoto

mutado).
2. Distribucién genotipica: Nominal (AA, AG, GG, AT, TT).

Variables secundarias.

1. Tiempo de evolucion de la enfermedad: Cuantitativa discreta (meses).
2. Edad: Continua (en afios).

3. Sexo: Nominal (femenino, masculino)

Poblacion estudiada

Los pacientes con pénfigo vulgar fueron reclutados de la consulta externa de

Dermatologia del Hospital General de México.
Tipificacion del Gen CTLA4.

La genotipificacion de CTLA4 se determinara del plasma de sangre obtenida por
puncién periférica al momento de aceptar el paciente participar en el estudio. La

genotipificacion se llevo a cabo mediante la técnica high resolution melting (HRM)

Resultados

Para los 3 polimorfismos, se encontr6 que la poblaciéon estudiada en su mayor
porcentaje son pacientes de genotipo silvestre. En (rs12990970), no se encontraron
individuos heterocigotos, y fue en este polimorfismo donde se encontr6 la mayor
cantidad de pacientes silvestres (77%). En el segundo (rs231775) y en el tercer
polimorfismos (rs3087243) se detectaron 10 pacientes heterocigotos. En rs231775, se
encontr6 la mayor cantidad de pacientes homocigotos (30%), para (TT). La

heterocigocidad y homocigocidad predominan en el sexo masculino.

Conclusiones



1.- Este es el primer estudio realizado en nuestro pais para detectar polimorfismos en
el gen CTLA-4 de pacientes con pénfigo vulgar.

2.- En los 3 polimorfismos estudiados, la distribucion genotipica que predominé fueron
los pacientes “silvestres”.

3.- Se requiere llevar a cabo un estudio con controles, para en un futuro correlacionar

los hallazgos genotipicos y alélicos, con las respuestas al tratamiento de los pacientes.

Palabras Clave: Pénfigo Vulgar, Polimorfismos, Gen CTLA4



“Identificacion de polimorfismos del gen CTLA-4 en pacientes con pénfigo

vulgar del Hospital General de México”
PARTE |. MARCO TEORICO.

Introduccién: Pénfigo vocablo derivado del griego “pemphix”, que quiere decir
vesicula o ampolla. Es una enfermedad autoinmune que afecta la piel, las mucosas y
los anexos, inducida por la presencia de autoanticuerpos patogénicos frente a diversas
proteinas desmosomicas, lo que ocasiona un fendmeno llamado acantdlisis. Existen
tres formas clinica, histolégica e inmunolégicamente bien diferenciadas de pénfigo: el
pénfigo vulgar y su variante vegetante, el pénfigo foliaceo y su variante eritematosa y
el pénfigo paraneoplasico. El pénfigo vulgar representa el 80% de los casos de
pénfigo. En los ultimos afios se han descrito nuevas variantes de pénfigo como el
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pénfigo IgA vy el pénfigo herpetiforme.

Historia: En 1760 Sauvages introdujo el término pénfigo en su clasificacion de
enfermedades ampollosas. En 1869 Hebra ordena las diversas entidades
considerando al pénfigo como una enfermedad crénica ampollosa, dividiendo al
pénfigo en vulgar y foliaceo. El pénfigo vegetante fue descrito por Isidor Neumann en
1886. En 1902 Besnier y Brocq realizan dos aportaciones fundamentales: la
histopatologia del pénfigo y el signo de Nikolsky. Auspitz en 1881 reconoce por
primera vez que el pénfigo esta caracterizado histolégicamente por la desaparicion de
los puentes intercelulares entre los queratinocitos, acufiando el término acantdlisis

para describir este fenémeno. *

Epidemiologia: La incidencia mundial anual se ha estimado en 0.76 a 6.7 casos por
millén de habitantes, lo cual es variable en funcién de factores geogréficos y étnicos.>®
Es mas frecuente en determinadas razas, particularmente en la raza judia de
ascendencia Askenazi en el area del Mediterraneo, donde la incidencia oscila entre 1,6
y 3.2 por 100.000 habitantes cada afio, lo que apoya la hipétesis de factores genéticos
asociados. Afecta por igual a ambos sexos, aunque varios estudios indican un
predominio del sexo femenino, presentando una relacion de 1,1:1 a 2,25:1, con un pico
de edad entre la cuarta y la sexta década. *"® En el Hospital General de México el
tipo de pénfigo mas comun es el pénfigo vulgar, cuya mortalidad va del 8 al 10%, que
corresponde a lo referido en la bibliografia internacional. No todos los casos de pénfigo
vulgar tienen mal prondstico; estudios clinicos de diferenciacion de acuerdo con el
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fenotipo han demostrado una tasa baja de mortalidad en los pacientes con la variedad
mucosa dominante (1 a 17%), en comparacion con los que tienen la variedad

mucocutanea (34 a 42%).%°

Patogenia: La patogenia del pénfigo vulgar consiste en la formacién de
autoanticuerpos, principalmente IgG subclase 4, que reaccionan con la regiéon amino
terminal de las desmogleinas (Dsg) situadas en desmosomas de la superficie celular
de los queratinocitos, sobre todo Dsgl y Dsg3, inhibiendo su funcién adhesiva lo que
desencadena cambio en la concentracion de calcio intracelular y fosfocinasa C,
estimulacion de p58 proteincinasa mitégeno activada, regulacion transcripcional y
activacion de las proteinasas, la activacion de la apoptosis via Fas-Fas Ligando y la
presencia de autoanticuerpos que bloguean los receptores de acetilcolina de los
queratinocitos lo que lleva al desensamble de desmosomas con la consecuente
formacion de ampollas. Los autoanticuerpos influyen en el fenotipo clinico del pénfigo
vulgar, cuando abunda la antiDsg3, la afectacion es predominantemente a mucosas, y
ante la presencia de antiDsg3 y antiDsgl hay mayor afeccion mucocutanea. También
se ha observado que el colageno VII/BP180, la desmoplaquina | y Il, la desmocolina y
la placoglobina, actian como antigenos para la separacion de las células epidérmicas,
e incluso se ha descrito la accién de los anticuerpos contra el receptor de acetilcolina

en 85% de estos pacientes.>**°

La presencia de autoanticuerpos en la
etiopatogénesis se confirma al reproducir la enfermedad en ratones recién nacidos a
los cuales se les transfirieron anticuerpos séricos, y al demostrar el paso de
anticuerpos IgG por via placentaria.'* Esto Gltimo explica por qué los hijos de madres
con pénfigo tienen lesiones ampollosas al nacimiento, las cuales remiten
espontaneamente, al igual que los autoanticuerpos, semanas después del parto.™°
Ademas de los autoanticuerpos IgG, los autoanticuerpos IgA y ocasionalmente los IgE
reactivos frente a la Dsg 3 estan presentes en las fases aguda y crénica del pénfigo
vulgar.**?

También se presenta la colaboracion de los linfocitos T CD4 y las células B para

3.1213  Ppresentando linfocitos Thl como

inducir la produccion de anticuerpos antiDsg
Th2 especificos contra la Dsg3, con niveles constantes aumentados de Th2 en las
distintas fases y predominio de los Thl en la fase activa cronica (dualidad Th1/Th2).
La proporcion de células Th1/Th2 condiciona una respuesta inmunolégica policlonal de
anticuerpos IgG1 e IgG4 frente a Dsg3."*** Las células CD4 segregan citocinas con

un patron del tipo Th2 al contactar con la Dsg3 con restriccion para los alelos del HLA
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DRB1*0402 o DRB1*1401 activando a los linfocitos B para sintetizar 1gG4.** Se han

detectado niveles aumentados de IL-10, IL-6 y TNF.**°

Teorias sobre la etiopatogenia del pénfigo vulgar: Se han propuesto diferentes
procesos en la etiopatogenia del pénfigo vulgar, para lo cual se han propuesto varias

teorias que seran enunciadas a continuacion:

Teoria compensatoria: La cual se fundamenta en la diferente expresion de Dsg 1y 3
en la piel y mucosas para explicar el nivel de acantdlisis en la epidermis. Defiende que
la Dsg 1y 3 son funcionalmente equivalentes y en caso de pérdida de una de ellas la
otra podria suplir su funcién. Hallando que Dsg3 se localiza en la capas profundas, al
contrario de Dsg 1 que se encuentra en estratos epidérmicos superficiales. ***’ De
acuerdo a este modelo, las ampollas en pénfigo foliaceo ocurren a nivel subcérneo por
que la Dsg3 presente en los estratos profundos compensa la pérdida de Dsgl. En
contraste con el pénfigo vulgar, las lesiones en piel ocurren solamente cuando existen
anticuerpos anti-Dsgl y anti-Dsg3, por que la Dsg 1 esta presente en todas las capas
epidérmicas y compensa la pérdida de Dsg3 cuando solo existen anticuerpos anti-
Dsg3.'"'® Sin embargo esta teoria no da respuesta a algunos hallazgos que se
observan en el pénfigo vulgar, ya que existen casos que el perfil de anticuerpos no se
correlaciona con el fenotipo clinico del paciente; y pruebas en ratones a las que se le

administran anticuerpos antiDsg3 no presentan lesiones ampollosas espontaneas.*®*°

Teoria proteolitica: Postula que los anticuerpos del pénfigo vulgar inducen sefiales de
transduccion aberrantes que provocan fosforilacion de la Dsg3 y la disociacion de
placoglobina. Esto provocaria que se formase un desmosoma con una configuracion
inadecuada y la induccidon de transcripcion del receptor de UPA (urokinase-type
plasminogen activator) mediado por placoglobina. Al mismo tiempo la IgG activaria a la
protein cinasa C que estimularia la secrecion de activador de plasmindgeno y la
expresion de su receptor en la superficie celular, provocando activacion de la
plasmina. La plasmina provocaria finalmente la disociacion extracelular de

desmosomas preexistentes. '**"%

Teoria de la disrupcién fisica: Refiere que la unién del anticuerpo del pénfigo vulgar
a la region terminal de la Dsg3 causaria una alteracion de la cadherina imposibilitando
la adhesion intercelular mediante la interferencia directa con interacciones homo y

heterotipicas de las Dsg de los desmosomas. La unién del anticuerpo del pénfigo
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vulgar a la regién N-terminal de la Dsg3 produciria una alteracidén morfologica del
desmosoma que le impediria mantener su funcién de adhesion intercelular. El hallazgo
de integridad de los desmosomas hasta fases finales de la acantdlisis junto con el
hecho de que queratinocitos modificados que no contienen placoglobina no producen
acantolisis tras el estimulo con IgG y que la inhibicion de algunas vias de sefalizacién
intracelular disminuye o bloquea la acantdlisis ha contradicho esta teoria. Ademas esta
teoria también fue cuestionada cuando se demostré que la IgG causaba disociacién de

los queratinocitos. **%°

Hipotesis de “encogimiento de las células basales”: Postula que la acantélisis es
resultado de la retraccién del citoesqueleto que provocaria encogimiento celular. Los
gueratinocitos se separarian por que se encogerian mas de lo que los desmosomas
podrian soportar y no por un defecto primario en la funcién de las desmosomas. Este
encogimiento se encontraria limitado a las células basales debido a que las células
basales son menos rigidas y se encogen mas facilmente cuando la estructura del
citoesqueleto estd alterada o bien porque desencadenan diferentes sefiales
intracelulares que conducirian a una reestructuracion del citesqueleto.?>** Se ha
comprobado mediante microscopia electronica que los primeros eventos que se
producen tras la unién del anticuerpo del pénfigo vulgar a los queratinocitos son los
cambios en el citoesqueleto con la retraccién de los tonofilamentos que provoca la
rotura entre los tonofilamentos y los desmosomas y culmina en el encogimiento de las
células basales. Otro hecho que apoyaria esta teoria es que las células basales
expresan el subtipo de receptor muscarinico M3 mientras que las suprabasales
expresan el subtipo M4, esto podria favorecer a que en las células basales se
desencadenen distintas vias de sefalizacion intracelular respecto a las células
suprabasales.?** Ademaés de la presencia de distintos tipos de queratinas, las células
basales expresan queratina 5y 14, mientras que las suprabasales expresan 1y 10.
Ya que las queratinas estan implicadas en el mantenimiento de la forma celular, el
impacto de la unién de anticuerpos del pénfigo vulgar en la estructura y/o rigidez del
citoesqueleto podria ser distinto y podria explicar porque el encogimiento celular se

limita a células basales. #24%

Teoria de las multiples vias patogénicas de la sefializacién: Grando y
colaboradores proponen una vision alternativa sobre la patogenia del pénfigo.
Sugieren que los autoanticuerpos frente a las cadherinas desmosémicas no son los

anicos ni los dltimos responsables de la acantdlisis, y que en este proceso
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desempenfarian un papel relevante otros autoanticuerpos, en particular algunos
dirigidos contra los receptores colinérgicos en la superficie de los queratinocitos. %2
Esta teoria se basa en cinco puntos basicos: los queratinocitos son capaces de
sintetizar, secretar y degradar acetilcolina; los queratinocitos poseen receptores para
la acetilcolina, tanto de tipo muscarinico como nicotinico, y expresan también una
molécula de la familia de las anexinas, la penfaxina, capaz de unirse a la acetilcolina;
la acetilcolina y otros agonistas colinérgicos estimulan la adhesion intercelular entre los
queratinocitos, mientras que los antagonistas favorecen su disociacion; en los
pacientes con pénfigo se detectan algunos anticuerpos dirigidos contra receptores
colinérgicos presentes en los queratinocitos y, por ultimo, la acantdlisis inducida con el
suero de los pacientes en algunos modelos experimentales de pénfigo es revertida por

agentes agonistas colinérgicos. 2°?’

Etiologia: Las enfermedades autoinmunes (EAI) afectan al 5% de los seres humanos
y constituyen uno de los problemas de salud mas frecuentes y menos entendidos en la
actualidad. Son enfermedades multifactoriales en las cuales estan involucrados
factores genéticos y ambientales aun no esclarecidos, que condicionan una respuesta
inmunolégica del individuo contra los desmosomas epidérmicos. A continuacién se

exponen los factores conocidos en la etiopatogenia del pénfigo.222°°

Factores genéticos: Desde el punto de vista genético, existe una gran diversidad de
genes que se han relacionado a la enfermedad, comenzando desde las clasicas
asociaciones con el sistema HLA, hasta recientes proteinas asociadas a la actividad y
funcionalidad de las células T. ?®*° La activacién 6ptima de los linfocitos T ocurre como
resultado de la union del receptor del linfocito T (TCR) con una célula presentadora de
antigeno que expresa sobre su superficie un péptido antigénico especifico ligado a las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC); CD28 es la principal
molécula coestimuladora. La interacciébn con sus ligandos B7.1 (CD80) y/o B7.2
(CD86) traduce una sefial que aumenta la proliferacién de células T, la secrecién de
citoquinas y una respuesta sostenida de los linfocitos T. Contrariamente, el antigeno 4
(homodlogo de CD28), asociado al linfocito T citotoxico CTLA4 (CD 152), inhibe las
respuestas de las células T, estas interacciones, que algunos autores han denominado
“sinapsis inmunoldgica”, se complementan con la participacion de moléculas de
adhesion ICAM-1.%°
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Se han publicado casos de pénfigo en gemelos monocigotos y la presencia de
anticuerpos contra la superficie de queratinocitos en el suero de los familiares de los
pacientes.” Sin embargo, también se presenta pénfigo en Gnicamente uno de los
gemelos monocigotos, lo que sugiere que la predisposicion genética no es suficiente

para la aparicion de la enfermedad, y que se requieren factores externos.*%

Se piensa que los genes de los complejos mayores de histocompatibilidad clase I
tienen un papel importante en la inmunopatogenia del pénfigo. El 95% de las tres
variantes de HLA (DRB1 * 04, DRB1 * 08 y DRB1 * 14) se asociaron con una aumento
significativo en el riesgo de pénfigo vulgar. ® En los judios Askenazi predomina el
antigeno HLA-DR4, de los cuales el 95% portan el alelo DRB1*0402. **** Se encontr6
una fuerte asociacion entre el pénfigo vulgar no endémico con los alelos DRB1*0102 y
DRB1*0404.) En México, Vega-Memije en 2001 realizé6 un estudio de 25 pacientes
con pénfigo, 18 pacientes con pénfigo vulgar y 7 con pénfigo foliaceo, en el que
encontraron predominio del HLA-DR14 (DR6) en comparacion con la poblaciéon sana

control.®

El polimorfismo alélico en el pénfigo vulgar se traduce en alteraciones menores en las
secuencias de aminoacidos de la cadena 1 del HLA-DR que permiten la presentacién
de péptidos de Dsg3 o Dsgl a las células Thl, a diferencia de lo que ocurre en
individuos sin pénfigo vulgar. ®° Respecto a HLA clase la se han reportado moléculas
HLA-A3, A10 37, 38 A 26, y HLA-B15, B35 39, 40 B38, B44 41, 40 y B60.37, su
participacion es poco clara, puede estar relacionada con los alelos HLA en II, o
contribuir al riesgo asociado a la enfermedad. Los HLA clase Ib (alelos HLA-E, F, y G)
se ha reportado un aumento de la frecuencia de delecién 14-pba HLA-G en pacientes
con pénfigo vulgar, su funcibn no es clara, puede ser un modulador en la

discriminacion y desarrollo de autoinmunidad.®*

Se ha observado que los pacientes con una enfermedad autoinmune tienen una mayor
probabilidad de desarrollar una 0 més de estas entidades, lo cual también se presenta
en el pénfigo vulgar, ya que en un estudio de 171 pacientes, se encontro que el 21%
presenta una comorbilidad autoinmune, siendo la enfermedad tiroidea la mas
asociada, presentandose en el 50% de los casos. ® También se encontré un aumento
en la incidencia de enfermedades autoinmunes entre familiares del paciente con
pénfigo vulgar, hallando que 48% tenian uno o mas familiares con alguna enfermedad

autoinmune. Siendo la diabetes tipo 1 la de mayor frecuencia, seguido por la
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enfermedad tiroidea. El pénfigo vulgar se encontré en 2,9% de los familiares. Aunque
existen casos de pénfigo vulgar familiar, estos son raros. Con mas probabilidades en
familiares de primer grado, en comparacioén con parientes de segundo grado y tercer

grado. >*

Mas recientemente, se investigd la asociacion genética entre la proteina tirosina
fosfatasa N22 (PTPN22) y el pénfigo vulgar, sus alteraciones afectan el umbral para la
activacion de linfocitos T, llevando a una propagacion desinhibida de cascada de
receptor de células T, asociado a varios enfermedades autoinmunes. Sin embargo, en
un estudio de 102 pacientes con pénfigo vulgar y 102 controles sanos, no se encontré

asociacion. >

Importancia y funcion de la molécula CTLA-4: La region del cromosoma 2g33
alberga genes que codifican moléculas coestimuladoras, como el CTLA4 (cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4), deriva su nombre de haber sido identificado
originalmente como el cuarto cDNA de una genoteca murina de células T citotoxicas.
Tiene mucha homologia estructural a CD28, lo que hace pensar que ambos genes
provienen de un ancestro comun. Se expresa en células CD4 y CD8 solamente
cuando estan activados a niveles 10 a 100 veces menores que los correspondientes a
CD28. Se une con CD80 y CD86 mostrando una constante de disociacién 20 a 50
veces mas alta. Alcanza expresion méaxima a las 48-72 horas después de la activacion
de las células T; tiene una funcion reguladora negativa sobre los linfocitos T, su
estructura contiene un dominio extracelular de 5 unidades, 1 dominio transmembrana y
1 cola citoplasmatica, se han detectado la presencia de varias isoformas. La inhibicién
de las respuestas de las células T inducida por CLTA-4 se debe a la desfosforilazion
de proteinas. La capacidad de esta proteina de actuar como punto de fijacion de
ligandos ha despertado interés como diana terapéutica potencial de enfermedades
autoinmunes.®*** Otras moléculas coestimuladoras son del grupo de diferenciacion de
la molécula 28 (cluster of differentiation molecule 28 -CD28-) y la molécula
coestimuladora inducible (inducible costimulatory molecule —-ICOS-), los cuales
también juegan un papel crucial en la activacion y regulacién de células T. El CD28
esta involucrado en la cooperacién de Linfocitos T y B; se encuentra en el 95% de las
células CD4+ y en el 50 % de las células CD8+. El cual provee una potente sefial
estimulatoria de los linfocitos T regulando la produccion de IL-2. CTLA-4 se expresa en
células T luego de la activacion, envia sefiales que inhiben la transcripcion de IL-2 y la
progresion de las células T en el ciclo celular, el efecto directo es la inhibicién de la
sefial generada por la molécula CD28. Las mutaciones que alteren la funcién o
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expresion del CTLA4 pueden producir una activacion exagerada de las células T,

llevando al desarrollo del fenémeno autoinmunitario.>3%3334

Basados en su papel crucial en la homeostasis inmunologica, CTLA4 se ha convertido
en uno de los principales genes de interés en la investigacion y ha sido considerada
como un objetivo para la inmunoterapia. **3** Se ha encontrado asociacién entre
CTLA4 vy vitiligo al presentarse con otras enfermedades autoinmunes. En alopecia
areata, se han estudiado 8 polimorfismos, de los cuales 6 han sido asociados con
casos severos, particularmente el polimorfismo rs3087243. 3>3¢3":3 E| polimorfismo 49
y CT60 del CTLA4 representan mayor riesgo de presentar artritis reumatoide. *° El
polimorfismo CT60 se asocia a psoriasis, aunque otros estudios lo descartan. ** La
presencia del polimorfismo 49 en el alelo G, est4 asociado a diabetes mellitus tipo 1,
enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto, lupus eritematoso sistémico, vasculitis,
enfermedad celiaca, asma y dermatitis atopica.”>. También se ha encontrado una
relacion inversa entre la supervivencia de las células tumorales y la autoinmunidad. La
presencia del genotipo CTLA4 CT60 GG esta asociado a una disminucién del
carcinoma basocelular y epidermoide. “>** En cuanto al pénfigo, se han realizado
varios estudios en busca de asociacion de CTLA4 y pénfigo foliaceo, sin ser
concluyentes. Algunos refieren polimorfismos en el cromosoma 2g33 y 3921 causan
susceptibilidad a presentar pénfigo, la mayoria afectando CTLA4, probablemente
asociado al coestimulador inducible de células T (ICOS) y CD86. **' En un estudio
realizado a pacientes pénfigo foliaceo, comprado con controles sanos, no se encontrd
una diferencia estadisticamente significativa ante la presencia de polimorfismos
+49A/G del gen CTLA4, aunque no descartan la posibilidad de que esté asociada a la
funcién anormal de los linfocitos T en el pénfigo.*?

La molécula CTLA-4 ha sido el blanco de muchas enfermedades autoinmunes, sin
embargo no se han realizado estudios acerca su asociacion y polimorfismos en el
pénfigo vulgar, con lo cual se podrian plantear estrategias novedosas para inducir

inmunosupresion.*+*2

Farmacos: La mayor parte suelen tener un grupo tiol (-SH) en su molécula o
contienen un enlace disulfuro capaz de liberar grupos tiol. Asi como los que contienen
azufre cuyo metabolismo libera grupos tiol, incluyendo penicilinas, cefalosporinas y
piroxicam. Otros medicamentos asociados son: rifampicina, derivados de la pirazolona,
inmunomoduladores, captopril, pencilamina, fenobarbital, levodopa y propranolol.*3#44°
El tiempo transcurrido entre la administracién del medicamento y la aparicion de la
enfermedad va de semanas a meses. Se presenta inicialmente como lesiones
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inespecificas, exantemas o0 eritemas anulares, que semejan una reaccion
medicamentosa. Algunos farmacos inducen acantolisis bioquimica, por alteracion
directa de la superficie celular del queratinocito que impide la adhesion celular.
Mientras que otros desencadenan una acantolisis inmunolégica, formando un

neoantigeno con la subsiguiente aparicion de anticuerpos. ***°

Factores hormonales: Se asocian con la aparicién o evolucion del pénfigo, basados
en algunos casos que han sufrido exacerbacién en el embarazo o su aparicién en el

mismo.8

Radiaciones ultravioleta: Se ha observado exacerbacion después de la terapia con
luz ultravioleta y psoralenos (PUVA), radiacion ultravioleta B (UVB), después de la
exposicion solar. Ya que promueve la acantolisis con el depésito de IgG y C3 en los
espacios intercelulares.'’*® Se ha propuesto diversos mecanismos de dafio, el primero
consiste en que la exposicion solar dafia la membrana celular causando mayor
capacidad de union de los antisueros a las superficies del queratinocito, semejante a lo
que ocurre en el lupus eritematoso. El segundo mecanismo propone que la luz UV
puede modular sefiales intracelulares cuando los anticuerpos patégenos se ligan a la
Dsg de los queratinocitos. Una tercera hip6tesis considera que los mediadores
inflamatorios liberados de los queratinocitos y/o mastocitos por la exposiciéon a luz
UVB, como IL-1 y 8, el factor de necrosis tumoral y el factor estimulante de colonias
macrociticas y granulociticas, podrian ser los responsables de la aparicién de las

lesiones ampollosas. %

Dermatitis por contacto: Existen casos reportados que se han desarrollado después
de contacto con diversos productos (ajo, pesticidas, fenoles e imiquimod), produciendo

una alteracion en la superficie cutanea, con la formacién de neoantigenos. ®

Radiaciones ionizantes: Se han descrito algunos casos de pénfigo inducidos por

radioterapia.?®

Cicatrices quirurgicas: Secundarios a injertos, cirugia mamaria o rinoplastia. Con un
intervalo de aparicion muy variable, entre 2 meses a 3 afios. Pudiera ser un fenémeno

isomorfico, que alteraria la capacidad antigénica de las estructuras cutaneas. %
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Quemaduras: Provocan la aparicion transitoria de autoanticuerpos semejantes a los

del pénfigo en el suero de algunos pacientes quemados.?®

Dieta: Algunos alimentos con una estructura molecular semejante al grupo tiol como
los derivados del ajo, cebolla o los puerros; o con grupos isotiocianatos como la
mostaza, los fenoles como el aspartame o los taninos como la mandioca y el mango,

se han implicado en el pénfigo.

Infecciones: Los mas asociados son el virus del herpes simple, el virus de Epstein-
Barr, el citomegalovirus y el virus herpes humano tipo 8. Estos podrian ser infecciones
oportunistas en pacientes inmunosuprimidos, pero en algunos casos podrian tener una
relevancia patogénica. Las toxinas exfoliativas del estafilococo dorado actlian sobre la

desmogleina 1. %228

Manifestaciones clinicas: En el 50-70% el inicio es con lesiones mucosas, siendo la
mucosa oral es la mas frecuentemente afectada, en forma de erosiones irregulares,
grandes y extensas, que dejan al descubierto una mucosa hiperémica, o a veces
cubiertas de lesiones blanquecinas. En los labios pueden existir erosiones y costras
con un collarete descamativo o con restos epidérmicos. Suelen ser dolorosas y son
resistentes al tratamiento. En casos mas graves se encuentran lesiones en la faringe,
laringe, eséfago, mucosa anal y genital, causando ronquera, disnea y disfagia. Las
lesiones pueden permanecer solo en mucosas durante aproximadamente cuatro
meses antes de extenderse al resto de la piel.' En el 10 o 15 % puede iniciarse con
manifestaciones cutaneas, bien como una ampolla Unica, o como brote de lesiones
multiples mas o menos diseminadas. La ampolla es el elemento primordial de
contenido seroso, purulento o hemorragico, consistencia flacida, que en ocasiones se
encuentra a tension, asentados sobre una base eritematosa, posteriormente se
desecan o se rompen, siendo reemplazadas por exulceraciones y costras; dejando
una pigmentacion residual.”* Se presenta signo de Nikolsky, que consiste en la
demostracion del despegamiento epidérmico al hacer una presion tangencial con el
dedo sobre la superficie de la piel, con sensibilidad de 38% en la forma directa contra
69% en la forma marginal, y especificidad de 100 contra 94%, respectivamente.?
También se presenta el signo de Asboe-Hansen, el cual consiste en el aumento
periférico del tamafio de la ampolla al presionar verticalmente sobre la superficie de la

misma. >*
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Las ufias pueden estar afectadas, en el 22% de los casos, siendo la primera
manifestacion de la enfermedad o presentandose junto con otras manifestaciones
clinicas. Presentando paroniquia, onicosquicia, onicomadesis, hemorragias
subungueales, alteraciones de la coloracién o lineas de Beau, que afectan sobre todo

al 1° y 2° dedos de la mano, sin relacién con la duracién o gravedad de la enfermedad.
2,6

indices de severidad: Existen varios indices de severidad de la enfermedad, sin que
haya consenso respecto a cudl es el mas adecuado. lkeda y colaboradores
propusieron una estadificacion en leve, moderado y severo de acuerdo a: 1)
porcentaje de superficie cutanea afectada; 2) signo de Nikolsky; 3) nimero de lesiones
nuevas por dia, y 4) el porcentaje de lesiones orales.>** El-Darouti y colaboradores
s6lo toman en consideracion el porcentaje de superficie corporal afectada y clasifican
al pénfigo en leve cuando es menor de 30%, moderado entre 30 y 60%, y severo,
cuando es mayor de 60%.> Existe también el ABSIS (Autoimmune Bullous Skin
Disorder Intesity Score), que incluye criterios como la regla de los 9, el grado de

erosion o costra seca y los alimentos tolerables, pero es poco practico.*

Diagnéstico
Citodiagnoéstico (Prueba de Tzanck): Es una prueba de bajo costo y facil de realizar
en la cual se observan las células acantoliticas. Tiene sensibilidad de 100%, pero

especificidad de 43.4%. No puede determinar el tipo de pénfigo.>*?

Histopatologia: En mucosas puede ser dificil encontrar una ampolla intacta; en estos
casos es mejor realizar la biopsia de una zona aparentemente sana de mucosa
contigua a un area erosionada. Lo que se observa es edema intercelular en las capas
mas inferiores de la epidermis, con desaparicibn de los puentes intercelulares,
conduciendo asi al fendmeno de acantdlisis. Cuando la acantolisis progresa, da lugar
a la ampolla intraepidérmica suprabasal cuyo suelo esta formado por una hilera de
células basales, que se disponen como una «hilera de lapidas», y cuyo techo se
encuentra constituido por el resto de la capa espinosa, granulosa y la cornea. En el
interior de la ampolla se suelen encontrar queratinocitos acantoliticos, aislados o en
grupos, con morfologia redondeada, nucleo pequefio e hipercromético, con frecuencia
rodeado de un halo y citoplasma homogéneo. El proceso inflamatorio en la dermis es
escaso en las fases precoces y queda limitado a un infiltrado linfocitico perivascular,

acompafiado de edema dérmico. En ocasiones el nimero de eosinoéfilos en dermis es
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elevado, acompafiando a la espongiosis eosinofilica. Mas tarde el infiltrado

inflamatorio dérmico es mixto con neutréfilos, linfocitos, macréfagos y eosinéfilos.*

Inmunofluorescencia directa: Se hallan depdésitos de 1gG en el espacio intercelular
de los queratinocitos hasta en 90% de los casos, y de C3 en 30 a 50%, en un patron
llamado en “panal de abeja”. Es una prueba sensible y especifica que confirma el
diagnostico. Se puede utilizar como un marcador muy fiable de la remision del pénfigo,
pues cuando es positiva confiere un riesgo de recaida de 44 a 100%, mientras que
cuando es negativa el riesgo disminuye a 13-27%.*>*

Inmunofluorescencia indirecta: Detecta anticuerpos IgG circulantes en el suero de
los enfermos. Es positiva en 80 a 90% de los casos y puede ser negativa en pacientes
con enfermedad localizada o en fase temprana. Ya que los titulos estan en relacion
con la extension y con la actividad de la enfermedad, pueden ser un marcador de
recaida, pues su presencia representa un riesgo de 57% y su ausencia, de tan sélo
24%.*%

Medicién de anticuerpos por técnica ELISA: Es un método que determina
anticuerpos contra Dsg, al detectar los antigenos contra los que van dirigidos. Su
sensibilidad y especificidad son similares a las de la inmunofluorescencia indirecta, y

sirve también para vigilar actividad de la enfermedad.®**

Inmunoblot e Inmunoprecipitacién en gel: Las dos técnicas detectan antigenos
epidérmicos a los que se unen los anticuerpos circulantes de pacientes con pénfigo.
La fuente del antigeno en la inmunoprecipitacion es el queratinocito cultivado, que se
incuba con el suero previamente a la electroforesis en gel. Al no desnaturalizar las
proteinas, permite la deteccion de anticuerpos contra epitopos conformacionales en el
pénfigo. La inmunoprecipitacion es mas sensible que el inmunoblot, pero tiene las
desventajas de que requiere trabajar con radiactividad, es complicada de realizar y
costosa.™™* El inmunoblot utiliza extractos de epidermis o dermis para conseguir los
antigenos utilizando dodecil sulfato sédico y la electroforesis en gel depoliacrilamida, a
los que se afiade posteriormente el suero con los autoanticuerpos circulantes. Al
producirse una desnaturalizacion de los antigenos durante el proceso de andlisis so6lo
se detecta anticuerpos que reaccionan contra epitopos secuenciales. Recientemente
se han utilizado ambas técnicas para la deteccion de la fraccion extracelular de las

desmogleinas obtenidas de forma recombinante. *
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Diagndéstico Diferencial: En lesiones orales, el diagndstico diferencial incluye:
estomatitis herpética, eritema multiforme, liguen plano ampolloso y penfigoide
cicatricial. En cuanto a las lesiones cutaneas deben distinguirse de otras formas de
pénfigo: penfigoide ampolloso, eritema multiforme, enfermedad de Haley-Haley y

dermatitis acantolitica transitoria.*

Tratamiento: El tratamiento consiste en suprimir la produccién de autoanticuerpos con
el objetivo de curar las lesiones existentes, abortar los brotes de actividad de manera
temprana y prevenir la aparicion de lesiones nuevas. Se deben tener en cuenta los
conceptos actuales que determinan la respuesta al tratamiento: 1) control de la
enfermedad: ausencia de lesiones nuevas durante dos semanas como minimo, o
curacion de 80% de las lesiones previas; 2) remisibn completa: ausencia de lesiones
nuevas o antiguas en un lapso de dos meses; 3) remisién parcial: apariciéon de
lesiones transitorias nuevas que curan en una semana en un periodo de dos meses, y
4) recaida: tres 0 mas lesiones nuevas que no curan en una semana o la extension de
las lesiones establecidas en un paciente que ya estaba en control.*>**La eleccién del
tratamiento debe individualizarse, basandose en la severidad de la enfermedad,
caracteristicas del paciente como edad, estado general o padecimientos preexistentes,
y de las caracteristicas del farmaco, como: inicio de accion, efectos adversos y costo.*
Antes de iniciar tratamiento debe realizarse biometria hematica, pruebas de funcién
hepatica, quimica sanguinea, electrolitos séricos, radiografia de térax y andlisis
urinario. En caso de que se elija azatioprina, se recomienda determinar las
concentraciones séricas de tiopurina metiltransferasa, pues la dosis se establece de

180 E| tratamiento consta de tres fases: Fase de control. La

acuerdo con ellas.
intensidad del tratamiento se incrementa rapidamente hasta conseguir suprimir la
actividad de la enfermedad. Con duracion de semanas. Fase de consolidacion. Se
mantiene la dosis de medicamentos necesaria para el control hasta que la mayor parte
de las lesiones haya desaparecido; esta fase debe durar semanas, no meses. Fase de
mantenimiento. Consiste en el descenso paulatino de las dosis hasta conseguir el nivel
més bajo de tratamiento que suprima la aparicién de lesiones nuevas con el objetivo
de suspender el farmaco posteriormente.* Puede iniciarse tratamiento con prednisona
a dosis de 1 mg/kg al dia. Si no hay respuesta, debe incrementarse la dosis hasta 3
mg/kg diarios para alcanzar la remision de la enfermedad. De no ser asi, y de acuerdo
con las condiciones especificas del paciente, debe considerarse la administracion de
metilprednisolona en pulsos o la adicion de un coadyuvante como azatioprina 0
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ciclofosfamida. Si no hubiera respuesta, puede indicarse mofetil micofenolato,
inmunoglobulina o plasmaféresis, y en casos persistentes, rituximab o combinaciones

de éste con inmunoglobulina. °*°*>*

Segun un estudio la remision completa se
consigue en el 38, 50 y 75% de los pacientes a los 3, 5 y 10 afos, respectivamente,
después del diagnéstico. Los pacientes con un cuadro clinico moderado o leve y con
una respuesta rgpida al tratamiento tienen mas probabilidades de conseguir una
remision completa. La decision de suspender el tratamiento se basa en una remision

clinica prolongada y en los hallazgos de la inmunofluorescencia directa o indirecta. *

Esteroides

Corticoides orales: Son el tratamiento de primera eleccién (nivel de recomendacion
A), ya que conjuntan bajo costo y efecto rapido (en dos a tres semanas dejan de
aparecer lesiones nuevas y en seis a ocho semanas se curan las existentes). Antes de
su aplicacién, la mortalidad del pénfigo era del 75 %, cuando se inicié el tratamiento
con esteroides descendié hasta el 30 % y continué descendiendo en las décadas
siguientes hasta un 5,9 % coincidiendo con la introduccion de la terapia adyuvante con
inmunosupresores. En el 75% se los casos se inicia prednisona vy, de ellos, el 26 %

1,82 Una vez alcanzada la remision

afiade inmunosupresores inmediatamente.
completa, y después de la etapa de mantenimiento (seis a diez semanas), se pueden
seguir diversos esquemas de reduccion de esteroides: Cada dos semanas se reduce
50% la dosis; o cada dos a cuatro semanas se quitan 10 a 20 mg. Una vez que se
llega a 40 mg diarios, comienza a disminuirse la dosis del segundo dia 5 a 10 mg cada
dos a cuatro semanas, hasta que se alcanzan 40 mg cada 48 horas. Continta la
disminucion de la misma manera hasta llegar a una dosis de mantenimiento de 5 mg
cada 48 horas.”® En las dosis superiores a 60 mg/dia se reducen 20 mg/dia cada
semana; en dosis de 30 a 60 mg/dia se reducen 10 mg/dia, también cada semana, y
en dosis menores a 30 mg/dia se reducen 5 mg/dia por semana.”® Se deben vigilar
efectos secundarios como: diabetes, osteoporosis, supresion del eje hipotalamo-
hipofisario, Ulceras pépticas, incremento de peso, predisposicion a infeccién, cambios
en la conducta, miopatia proximal, sindrome de Cushing. Por tal tazén, se deben
evaluar periodicamente: tension arterial, peso, glucosa, triglicéridos y potasio, y hacer
una valoracion oftalmolégica en busca de cataratas. Es importante administrar
omeprazol O ranitidina en pacientes con antecedentes de Ulcera péptica.
Administracion de complementos de calcio y vitamina D, asi como realizar
densitometria 6sea lumbar y femoral.”**® La finalidad es inducir una remisiéon completa

que permita suspender el tratamiento y reducir los efectos secundarios.*
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Corticoides en terapia pulsatil: Estan indicados en casos de enfermedad severa o
resistente (nivel de recomendacion C). Su finalidad es conseguir una remision rapida,
minimizando los efectos secundarios. Consiste en la administracion intravenosa de
metilprednisona 1 g diario, o dexametasona 300 mg, durante 5 dias en infusion de 2 o
3 h. Inducen remisién en el 50 % de los pacientes. Algunos esquemas incluyen
ciclofosfamida o la administracion simultanea de dosis bajas de esteroides. Los
efectos secundarios menores son eritema, trastornos del suefio, cambios de humor y
ganancia de peso. Asi como complicaciones graves, por ejemplo, convulsiones,

hipertension, trastornos en el balance electrolitico, cardiopatia y pancreatitis. ***2

Corticoides topicos o intralesionales: En pénfigo leve pueden ser suficientes para
controlar el cuadro clinico sin los efectos secundarios de los esteroides sistémicos; en
otras ocasiones los corticoides tdpicos pueden ayudar a reducir la dosis de esteroides

sistémicos. 1*2

A pesar de esto, su principal indicacion es en pacientes con afeccion
de la mucosa oral, en quienes se recomiendan corticoesteroides de moderada a alta
potencia, como el fosfato sddico de betametasona en tabletas de 0.5 mg disueltas en
10 mL de agua en colutorios durante cinco minutos. En lesiones aisladas pueden
aplicarse acetdnido de triamcinolona a 0.1%, acet6nido de fluocinolona a 0.05%,

% Los

propionato de clobetasol de 0.05% a 0.1% y beclometasona en inhalador.
corticoides intralesionales pueden ser Utiles para pénfigo de gravedad intermedia con
escasas lesiones, o0 lesiones recalcitrantes de la mucosa oral. No existe ningin
estudio controlado acerca de su eficacia, si después de dos o tres inyecciones la

lesién no ha remitido, debera suspenderse.™?

Terapia adyuvante: Bystrin recomienda la terapia adyuvante Unicamente si existe
contraindicacion relativa al uso de esteroides, si aparecen efectos secundarios y si la

dosis de esteroides no puede ser reducida por brote de la actividad de la enfermedad.
55

Azatioprina: Es un antimetabolito de purinas indicado como coadyuvante o como
monoterapia en casos leves (nivel de recomendacién B), obteniendo remisiones entre
el 28 y el 45 %. Utilizado como monoterapia, se necesita un periodo de al menos 6
semanas para lograr su efecto. La dosis es de 1-3 mg/kg/dia, la cual debe ajustarse de
acuerdo con los niveles de tiopurina-metil transferasa para evitar pancitopenia,

utilizando 0,5 mg/kg en niveles enzimaticos muy reducidos. Los efectos secundarios
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mas frecuentes son la pancitopenia, la hepatitis colestasica, la toxicidad gonadal y el

posible riesgo de neoplasia a largo plazo. ***’

Ciclofosfamida: Es un agente alquilante de ADN que inhibe la inmunidad humoral y
celular; esta indicado como alternativa al tratamiento (nivel de recomendacion B). Es
uno de los inmunosupresores mas efectivos para el tratamiento del pénfigo. Puede
utilizarse por via oral o en forma de pulsos, asociada o no a esteroides orales, 0 como
tratamiento adyuvante, a dosis de 50-200 mg/dia (2-3 mg/kg/dia). La administracién en
pulsos con corticoides orales (dexametasona 100-136 mg en 3 dias consecutivos)
tiene la ventaja que puede disminuir el riesgo de efectos secundarios y el potencial
oncogénico asociado con el uso diario de ciclofosfamida, asi como también induce
tasas de remisién completa de incluso 63%. Su accién inicia dos a cuatro semanas
después de darlo por primera vez. En un estudio se demostré que la ciclofosfamida
presentd remision clinica e inmunoldgica mas rapida, asi como mayor proporcién de
pacientes con mantenimiento de la remisién durante 5 afios y tiempo de recaida mas
prolongado en comparacién con prednisona, azatioprina y ciclosporina. ***° Como
efectos secundarios agudos se presenta pancitopenia (predominando leucopenia),
elevacién de transaminasas, cistitis hemorragica, o infecciones por Pneumocystis
jiroveci, y a largo plazo pueden aparecer enfermedades linfoproliferativas, cancer de
vejiga y esterilidad. Sus complicaciones durante la administracion son eritema,
palpitaciones, debilidad generalizada y malestar. Los efectos secundarios son mas

limitados cuando se utiliza en forma de dosis inmunoablativas. 8

Mofetil micofenolato: Es un inmunosupresor selectivo de linfocitos que inhibe la
sintesis de purina. Esté indicado para casos resistentes o si falla la azatioprina o la
ciclofosfamida (nivel de recomendacién B). Es seguro y efectivo a dosis de 35-45 mg/
kg/dia, su accidn inicia cuatro a ocho semanas después de su primera administracion,
y produce tasas de remision de 71 a 100%. En un estudio con prednisona y mofetil
micofenolato se ha reportado remisién completa de la enfermedad en el 89% de los
casos, presentandose en 4.5 meses en el 75% de los pacientes, con duracion del
afo sin lesiones. Sus efectos secundarios son afectacion gastrointestinal (vomito,
diarrea y nauseas) siendo las méas frecuentes (20%), mielosupresion, riesgo de

contraer infecciones oportunistas y de padecer neoplasias. >*%

Ciclosporina: Aunque inicialmente en algunos casos fue efectiva, un reciente estudio

secuencial aleatorizado y controlado que evalla la eficacia de la prednisona frente a
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ciclosporina a dosis de 5 mg/kg de peso por dia, concluye que la ciclosporina no

afiade ventaja al uso de esteroides. **

Clorambucilo: Inhibe la sintesis de ADN de las células B, es un agente alquilante
similar a la ciclofosfamida y tiene mayor poder inmunosupresor que la azatioprina.
Carece de la toxicidad vesical de la ciclofosfamida, pero causa supresion de la médula

6sea e induccion de leucemia mieloblastica aguda (nivel de recomendacion C). ®?

Metotrexato: Es un antimetabolito analogo del acido félico. Su accion inicia cuatro a
ocho semanas después de administrarlo por primera vez, y estd indicado para
pacientes en quienes no puede disminuirse el corticoesteroide. Se prescribe a dosis de
12 mg/semana, y cuando se agregan corticoesteroides orales las tasas de remision
son, incluso, de 67% (nivel de recomendacion C). Sus principales efectos secundarios
son: pancitopenia, trombocitopenia y leucopenia, Ulceras intestinales, alopecia,

nefrotoxicidad y hepatotoxicidad reversible.

Tacrolimus: So6lo se ha reportado un caso en el que se aplicé tacrolimus al 0.1% (de
manera adicional al tratamiento con esteroide y farmaco ahorrador de éste) a las
lesiones resistentes, las cuales tuvieron buena respuesta clinica (nivel de

recomendacion C), sin embargo, los datos que apoyan su uso son limitados.>*®

Tetraciclinas + nicotinamida: La tetraciclina tiene un efecto antiinflamatorio e
inmunomodulador, mientras que el mecanismo de accién de la nicotinamida en el
pénfigo vulgar se desconoce. Las dosis recomendadas son 2 g de tetraciclinay 1.5 g
de nicotinamida, ambas diariamente. Estan indicadas como coadyuvantes para casos
moderados (nivel de recomendacion C). Presentan resultados controvertidos, ya que
los estudios no son controlados y el grado de afectacion de los pacientes no se
especifica. Los efectos secundarios que se presentan con nicotinamida, son eritema
facial subito y cefalea, y con la tetraciclina, la hiperpigmentacién cutdnea. La

asociacion de corticoides y tetraciclina presento una respuesta mas rapida. ®

Bioldgicos

Rituximab (Anti-CD20): Es un anticuerpo monoclonal quimérico murido humano, que
se une al receptor de superficie CD20 de los linfocitos B, induciendo una lisis de los
mismos probablemente mediante citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo y

citotoxicidad dependiente de complemento. Es una terapia adyuvante vélida para los
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enfermos refractarios a inmunosupresores a dosis de 375 mg/m2 por via intravenosa
cada semana durante 4 semanas. Los efectos secundarios mas comunes se
relacionan con la infusion; sin embargo, cuando menos cuatro pacientes han sufrido
infecciones graves con este régimen. Ahmed y colaboradores reportaron la efectividad
de la combinacién de rituximab inmunoglobulinas en sujetos con inadecuada

respuesta al tratamiento convencional, con remision hasta por 22 a 37 meses. %6768

Etanercept: Recientes estudios hallaron asociaciones entre la adhesion de
queratinocitos y la produccion de citocinas, entre ellos el FNT. Los niveles
incrementados de FNT alfa e IL -6 se correlacionan con la actividad de la enfermedad
y titulos altos de anticuerpos. El etanercept es una proteina humana dimérica,
constituida por el receptor P75 del TNF y la porcién Fc de la Ig G1 humana, con
capacidad de ligarse al TNF libre y de la membrana de las células, inactivandolo y
convirtiéndolo en una molécula biolégicamente inactiva. Se ha realizado varios
estudios aplicando Etanercept 50 mg a la semana contra placebo durante 16
semanas, observado adecuada respuesta, sin embargo el nUmero de la muestra es
pequefo para llegar a conclusiones. Sugieren que dosis mas altas de etanercept (50
mg 2 veces por semana) podria conferir mayor efectividad. Se reporta un caso con
pénfigo vulgar recalcitrante sin respuesta a tratamiento con otros inmunosupresores, al
que se le administra etanercept (25 mg, 2 veces por semana) en combinacién con
prednisona 30 mg al dia y azatioprina 100 mg al dia, las lesiones mostraron mejoria a
las 3 semanas de tratamiento. A la semana 16 se encontraba sin lesiones, logrando
reduccion y posterior eliminaciébn de otros inmunosupresores, manteniéndose asi
durante 2 afios. El etanercept es bien tolerado, hallando como efectos adversos
reaccion local a la inyeccion en los primeros 3 a 5 dias en el 37%, infecciones de vias
respiratorias en 35%, cefalea 20% y exantema en 10%, también se reportaron
desordenes desmielinizantes del sistema nervioso central, sepsis, anemia aplasica,

pancitopenia y lupus like.*

Adalimumab: Es el primer anticuerpo monoclonal de origen completamente humano
que se dirige especificamente contra el TNF-a. Su mecanismo de obtencion se basa
en la tecnologia de presentacion de péptidos y proteinas en fagos filamentosos. Se ha
reportado casos en los que se presenta una adecuada respuesta administrando
adalimumab, en uno de ellos de aplican 40 mg subcutdneos cada semana y mofetil
micofenolato 1 gr al diario, después de la tercer dosis de adalimumab, se observo

mejoria clinica importante. ">’
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Ustekinumab: Es un anticuerpo monoclonal lgGlcompletamente humano, que se une
a la subunidad p40 de la IL-12/IL-23, previniendo su unién con al receptor IL-12B1 de
superficie de células T. Inhibe la IL-12 e IL-23, de este modo disminuye la presencia
de citocinas proinflamatorias como (IL-2, TNFa, IFNy). Se reporta un caso con
diagnostico de pénfigo vulgar sin respuesta a tratamiento con inmunosupresores, por
lo que se le administra Ustekinumab 45 mg subcuténeos, siendo bien tolerado sin
efectos adversos. Un mes después se valora observando bien resultado clinico, con
més del 30% de superficie cutanea afectada ya reepitelizada, signo de Nikolsky
negativo. Sin presentar disminucion de la Dsg3 ni IL-10, pero con disminucién de IL-
12, IL-17, IFN-y, e IL-6. Se incrementa la dosis a 90 mg SC, presentando de nuevo
ampollas, los niveles de Dsg3 e IL-10 permanecieron elevados. Un mes después se
observé recaida clinica, asi como elevacion de Dsg3 and IL-10. Por lo que se asume

una falta de eficacia del ustekinumab en el pénfigo. "

Infliximab: Es un anticuerpo monoclonal quimérico compuesto de una fraccién
humana de IgG1 (75%) y otra murina (25%), que se une y neutraliza al TNF, logrando
interrumpir la cascada secuencial de activacion de las vias inflamatorias mediadas por
esta citocina, pero no a la linfotoxina (TNF). Se han encontrado niveles elevados de
FNTa e IL-6 tanto sérico como en contenido de las ampollas, lo cual esta asociado a la
patogenia de la enfermedad, y es proporcional a la severidad clinica. Se han reportado
casos de pénfigo vulgar severo refractario a multiples tratamientos, a los que se les ha
administrado infliximab a dosis de 5 mg /kg/dia a la semana 0, 2 y 6, después cada 8
semanas; en un caso a las 48 horas de administracion de infliximab, se detuvo la
aparicion de nuevas ampollas, y a los 7 dias las preexistentes empezaron a
desaparecer, después de 4 meses la enfermedad presenté remision. Otro caso
presento mejoria a partir de la quinta infusion, con total remision de las lesiones a la
semana 22. A las 38 semanas se tomaron niveles circulantes de anticuerpos, los
cuales disminuyeron de 1:640 a 1:160. Sin presentar efectos adversos. Sin embargo a
partir de la décimo tercera infusién paciente presento de nuevo lesiones. En algunos
reportes se recomienda continuar con prednisona, leflunamida o metotrexate, como
tratamiento adyuvante y para prevenir formacion de anticuerpos antiquiméricos. Se
deben tomar en cuenta algunos efectos adversos como infecciones bacterianas,

virales y reactivacion de tuberculosis. ®
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Dapsona: Inhibe la quimiotaxis de los neutréfilos y estd indicada como terapia
coadyuvante (nivel de recomendaciéon C). La dosis es de 50 a 200 mg al dia.
Administrada junto con corticoesteroides o agentes inmunosupresores induce tasas de
remision de incluso 81%. Entre sus efectos secundarios se encuentra la hemdlisis por

metahemoglobinemia. "

Plasmaféresis: Su fundamento es eliminar los autoanticuerpos responsables de la
enfermedad, pero muchas veces la plasmaféresis es seguida de un fenémeno de
rebote que se explica por la redistribucion de los anticuerpos desde el espacio
extravascular y/o una sintesis mayor de éstos. Por ello, tiende a utilizarse junto con
inmunosupresores con mejores resultados (nivel de recomendacion C). Las
indicaciones serian en enfermos controlados con dosis inaceptablemente elevadas de
esteroides, aquellos que no se controlan o en los cuales no es posible descender la
dosis de esteroides. Sin embargo, este tratamiento, elimina tanto autoanticuerpos,
como inmunoglobulinas, albumina y factores de la coagulacion. Las complicaciones
mas frecuentes son escalofrios, reacciones alérgicas, fiebre e hipotension. Muy rara
vez edema pulmonar, y diatesis hemorragica por déficit de plaquetas y de factores de
coagulacién, infecciones, alteraciones hidroelectroliticas. Mediante el procedimiento
de la inmunoabsorcién extracorpérea se extraen distintos componentes del plasma

con menores complicaciones. *°

Fotoféresis extracorpdrea: Consiste en la extraccion de productos del plasma
eliminando autoanticuerpos de manera mas selectiva que la plasmaféresis. Esta
indicada en pénfigo resistente en los que falla la terapia convencional (nivel de

recomendacion B). Su efecto secundario mas frecuente es la hipovolemia. >

Inmunoglobulinas intravenosas: Estan indicadas como tratamiento coadyuvante de
mantenimiento, seguro y efectivo, para casos resistentes en los que haya fallado otro
método, asi como para la inducciéon de remision en las formas severas (nivel de
recomendacion B). Su mecanismo de accion consiste en que el organismo detecta un
exceso de inmunoglobulinas e inicia un proceso catabdlico de éstas, haciendo
desaparecer los autoanticuerpos patogénicos. Se utiliza a dosis de 2 g/kg/mes dividido
en 5 dosis de 0,4 g/kg con la que se obtienen respuesta en semanas permitiendo la
reduccion de otros tratamientos. La remision clinica puede ser mantenida con la
administracion peridédica de gammaglobulinas, las cuales bloquean los receptores Fc

de las células reticuloendoteliales. En enfermos cardiacos pueden desencadenar una
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insuficiencia cardiaca e hipertension y se han descrito casos de insuficiencia renal.
Sus principales efectos secundarios son: escalofrios, taquicardia, hipertension,

mialgias y nauseas durante la infusion. >>*°

Otros farmacos: Se han administrado sulfasalazina y pentoxifilina como
coadyuvantes, ya que disminuyen las concentraciones séricas del factor de necrosis
tumoral alfa, obteniendo una rapida mejoria clinica.” En la actualidad, se estan
estudiando farmacos colinomiméticos (piridostigmina y carbacol) que actian como
inhibidores de la acetilcolinesterasa y son agonistas indirectos de acetilcolina, debido a
sus efectos antiacantoliticos. ** La terapia con sales de oro se considera ineficaz en 15
a 28% de los pacientes, y se ha reportado que en 17 a 35% de ellos los efectos

secundarios son suficientes para interrumpir el tratamiento.>

Prondstico: El curso de la enfermedad se rige por recaidas y exacerbaciones. Existen
cuatro posibles patrones de remisién: 1) respuesta rapida con remisibn completa y
permanente (17% de los casos); 2) respuesta lenta con remisiones parciales e
intermitentes y recaidas de menor intensidad a las del cuadro inicial (37%); 3)

respuesta intermitente (35%) y 4) resistencia al tratamiento (10%).%3

Mortalidad: La mortalidad, antes del advenimiento de los corticoesteroides era casi de
100%, pero hoy en dia, varia de 5 a 15%, dependiendo del tipo clinico (menor
mortalidad en el pénfigo con predominio en las mucosas) y las complicaciones, las

cuales generalmente se relacionan con septicemia por S. aureus.™*
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PARTE Il. DESARROLLO DEL PROYECTO.
Planteamiento y Justificacion del Problema
Justificacion.

1.- En estudios previos se ha propuesto el papel preponderante de la inmunidad
celular y humoral en el desarrollo del pénfigo vulgar. Existen escasos estudios que
muestran el papel de la expresion del gen CTLA4 en la patogenia del pénfigo foliaceo;
no obstante, en la literatura no se encuentran estudios que evalUen la existencia de

alelos en el gen CTLA4 en pacientes con pénfigo vulgar.

2.- El presente estudio pretende determinar la existencia de un genotipo de
susceptibilidad en pacientes con pénfigo vulgar.

Pregunta de investigacion.

1.- ¢Cual es la frecuencia de los polimorfismos del gen CTLA4 en pacientes con

pénfigo vulgar?
Objetivos.
General.

1. Determinar la frecuencia de los polimorfismos del gen CTLA-4
(rs12990970, rs231775, rs3087243) en el pénfigo vulgar.

Particulares.

1. Producir una genoteca de muestras de pacientes con el diagnostico de
pénfigo vulgar e individuos control de la poblacién mexicana mestiza.

2. Determinar la frecuencia alélica y genotipica de algunos de los sitios
polimorficos presentes en el gen que codifica para la proteina CTLA4 en

un grupo de pacientes mexicanos con pénfigo vulgar.

Hipotesis.
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1.- Si la frecuencia de polimorfismos de CTLA4 es elevada en pacientes con pénfigo
vulgar, entonces podremos determinar la influencia de dichos polimorfismos en el

desarrollo de pénfigo vulgar.

Metodologia.
Disefio del estudio.

1.- Serie de Casos
Criterios de inclusion.

1. Pacientes que durante el estudio o en fechas pasadas el paciente haya sido
diagnosticado con pénfigo vulgar confirmado por criterios clinicos, histolégicos
e inmunohistoquimicos.

2. Poblacion mestiza mexicana (sujeto nacido en México, con padres y abuelos

mexicanos).
Criterios de no inclusion.
1. Pacientes con 1-2 criterios de diagndstico de la enfermedad.
Variables.
Variables principales.

1. Distribucién alélica: Nominal (homocigoto silvestre, heterocigoto, homocigoto
mutado).
2. Distribucion genotipica: Nominal (AA, AG, GG, AT, TT).

Variables secundarias.

1. Tiempo de evolucion de la enfermedad: Cuantitativa discreta (meses).
2. Edad: Continua (en afios).

3. Sexo: Nominal (femenino, masculino)
Poblacién estudiada.

Los pacientes con pénfigo vulgar fueron reclutados de la consulta externa de

Dermatologia del Hospital General de México. Todos los sujetos fueron de raza
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mestiza mexicana. Un mexicano mestizo es una persona que nacié en México y es
descendiente de ancestros de razas mezcladas a partir de los indigenas de esta
region con las personas de Europa (principalmente Espafia) y de Africa que migraron a
América durante el siglo 16. Todos los casos fueron diagnosticados por expertos del
servicio mencionado (Ver Criterios de seleccion). El estudio fué aprobado por el
Comité de Etica e Investigacion del Hospital General de México.

Tamarfio de la Muestra.

Se estima que la proporcion esperada de polimorfismos de CTLA-4 en la poblacion
candidata a ser incluida es del 30% (P1= 0.30).

El incremento minimo del riesgo que se requiere detectar es de 3 (OR= 3). El riesgo a

es de 0.05 (bilateral) y el riesgo beta es de 0.10 (potencia 1- = 0.90).

El nimero de sujetos necesarios para estimar un OR es de 43. Se llevar4 a cabo un
método de muestreo no probabilistico, de casos consecutivos que cumplieron con los

criterios de seleccién, hasta alcanzar el tamafo de la muestra.
Genotipificacién del Gen CTLAA4.

1. La genotipificacion de CTLA4 se realiz6 a partir de una muestra de
ADN que se aislara del paquete leucocitario de una muestra de
sangre periférica obtenida por puncion venosa.

2. El volumen de sangre que se obtuvo fue de 5mL, el cual se depositd
en tubo con EDTA (tubo de biometria hematica). La muestra de
sangre periférica se identifico con las iniciales y/o clave del paciente,
namero de expediente y diagnostico.

3. Se disefaron los oligonucledtidos con la secuencia correspondiente
a la regibn de interés de acuerdo a las caracteristicas del
manufacturero.

4. Se amplificé la muestra mediante reaccibn en cadena de la
polimerasa (PCR).

5. La genotipificacion se llevd a cabo mediante la tecnologia de Hi-Res
Melting® (HRM) y secuenciacion automatizada.

Procedimiento:

1. Se tomaron muestras de sangre periférica de pacientes con pénfigo

vulgar posteriormente se extrajo DNA segun la técnica descrita en el

apartado se visualiz6 la cantidad de DNA por electroforesis, los
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fragmentos de PCR fueron purificados por elusién de muestras por
Quiaex |Il, posteriormente se llevd a cabo la reaccion de
secuenciacion y se purificaron los productos de extension del Gen
CTLA-4, se disefiaron los oligonucledtidos especificos para la
reaccion codificante del gen para andlisis por High Resolution
Melting.

A partir de muestras de sangre venosa anticoaguladas con EDTA se procedi6 a la

extraccion de ADN utilizando el método salino como sigue:

Se obtuvo el paquete leucocitario mediante centrifugaciéon (3,000 rpm x 5 min)
,Jinmediatamente se les agregd una solucion de TTS (Tris-Tritbn-Sacarosa; Tris 0.01M,
Tritbn 1%, Sacarosa 0.3M), se agitd y se sometié a centrifugacién durante 2 min a
10,000 r.p.m.; se desechd el sobrenadante y se repitié el procedimiento 3 veces. Al
boton celular se adicion6 570uL de NaCl 5mM, se agit6 durante dos minutos,
posteriormente se le afadieron 30uL de SDS al 10% y se procedié a agitar cinco
minutos, finalmente se agregaron 200uL de NaCl concentrada y se agité durante diez

minutos.

Posteriormente se sometieron a centrifugacion durante veinte minutos a 11,000 rpm a
4°C, se decanto el sobrenadante en un tubo estéril y se le adicionaron 2 ml de etanol
al 100%. El ADN obtenido se lavo con etanol al 70% e inmediatamente se re-

suspendié en 200 pl de agua inyectable y se congelo a 4°C.
Cuantificacion de ADN.

La cuantificacion de ADN se realizO mediante espectrofotometria, utilizdandose una
celda de cuarzo de 1mL y el espectrofotometro JENWAY 6305. Cada una de las
muestras se agité durante 30 segundos, se tomaron 5L de volumen y se diluyeron en
995 uL de agua inyectable, posteriormente cada una de las diluciones se agité durante
30 segundos y se procedi6 a la lectura en el espectrofotémetro, a 260nm con un factor
de dilucién igual a 200. A la par se valido la calidad de ADN con la relacion 260/280
obteniéndose valores de 1.7-1.9. Asi mismo se corroboro ADN de alto peso molecular
al correr una electroforesis de agarosa al 1%, con un voltaje de 80, obteniéndose ADN

no fragmentado y de alto peso.

Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR).
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Se disefiaron los oligonucleotidos correspondientes blastendo para evitar productos

inespecificos. Para los cuales se estandarizaron las siguientes condiciones de PCR de

punto final.
94°C E 94°C 30 ciclos
5 min E 45 seg 60°C
I 45 seg

72°C

/Zmin

72°C

7 min

4°C

(00

Para confirmar el 100% de homologia se sometieron controles sanos a secuenciar

bajo las siguientes condiciones, utilizando Big Dye v 3.1 en un secuenciador ABI 310

96°C i 96°C 25 ciclos
5 min i 15 seg 60°C
E 15 seg

60°C

/4min

60°C
i 7 min

4°C

(00

Confirmada la secuencia las muestras de pacientes se sometieron a screenning del

SNP utilizando la tecnologia de High Resolution Melting (HGM) utilizando las

siguientes condiciones:

Componente

VVolumen para una reaccion (uL)

H,O (LightScanner Reagent Grade Water Idaho

Technology Inc.) 3,44
LC Green ""P"** Gene Scanning
Reagent 10X Solution (Bio Chem) 1
Buffer Mix (BioTecMol) 1
dNTPs (PROMEGA) 1
Oligonucleétido Sentido 0,5
Oligonucleétido Antisentido 0,5
Taq (Amplificasa BioTecMol) 0,06
ADN 2 (0.1ng de ADN)
MgCl, [30mM] (BioTecMol) 0,5
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Una vez preparadas las mezclas de reaccion, se colocaron en los capilares
LightCycler® Capillaries (Roche) de 20uL de capacidad, disefiados especificamente

para el equipo LightScanner® 32 System. Utilizando el siguiente programa de ciclaje:
Analisis estadistico.

Las frecuencias de alelos y el genotipo de los polimorfismos estudiados en pacientes
se obtuvieron por conteo directo.

Recursos.

Los recursos (el material de obtencion de la muestra de sangre como jeringas, tubos
de Vacutainer, y resto de material para toma de muestra de sangre, papeleria
necesaria para las hojas de coleccion de datos, lapices y plumas), fué financiado por el
Investigador responsable. El procesamiento de las muestras se llevdé a cabo en el

servicio de Genética.
Aspectos Eticos y de Bioseguridad.

Se garantizd6 la autonomia del paciente solicitando la firma de una carta de
consentimiento, asi como la confidencialidad de los datos obtenidos y su derecho a no
participar en el estudio sin que esto redunde en la calidad de su atencion. La
investigacion se clasific6 como de riesgo minimo. La venopuncion se efectu6 con
técnica de asepsia para evitar contaminacion e infecciones. El proyecto se someti6 a

consideracion del Comité de Investigacion y Etica del Hospital General de México.

Las muestras de sangre fueron tomadas con material subsidiado por los
investigadores garantizando su uso una sola vez, asegurando ademas la correcta

eliminacion del material punzocortante de acuerdo a las normas de higiene en salud

PROGRAMA PASO TEMPERATURA | TIEMPO | ADQUISICION CICLOS
(°C)
DESNATURALIZACION | INICIAL 95 1 min. - 1
AMPLIFICACION DESNATURALIZACION | 95 5 seg CUANTIFICACION | 50
ALINEAMIENTO 61 17 seg
ELONGACION 72 30 seg SENCILLO
PRE-HRM 1 95 5 seg - 1
2 40 30 seg
HRM TEMPERATURA 1 PREDE- | HIGH-RES MELT 1
TERMI-
50 NADO
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vigentes. Se adjunta la carta de consentimiento informado, que contendra los
propositos y objetivos de la investigacion, los beneficios y posibles molestias e
inconvenientes de la participacion del paciente y sus familiares, asi como también el
derecho de retirarse en cualquier momento y por cualquier motivo de la investigacion,

sin verse perjudicada su atencién médica.
Relevancias y expectativas.

1.- De este trabajo se espera surjan las bases para la realizacién de futuros proyectos
ya que si se determina la frecuencia de polimorfismos en el gen CTLA-4 en pacientes
mexicanos con diagnoéstico de Pénfigo Vulgar se podrdn mejorar los blancos

terapéuticos.

Resultados.

Se estudiaron 44 casos con diagnostico clinico-histopatolégico/inmunol6gico de
pénfigo vulgar, de estos, 25 (56.8%) eran del sexo masculino y 19 (43.2%) del sexo
femenino. La edad promedio y la desviacién estandar de los pacientes fue de 46 + 11
afios. Las comorbilidades mas importantes fueron cardiovasculares (7 casos de
hipertensién arterial sistémica, 2 de cardiopatia isquémica, 1 de hipertension arterial
pulmonar), endocrinolégicas y metabdlicas (6 con obesidad, 5 con diabetes mellitus, 4
con distiroidismo y 4 con sindrome metabdlico), neuroldgicas y psiquiatricas (4 con
depresion mayor o distimia, 1 con epilepsia y 2 con migrafia).

Todos los pacientes se encontraban en tratamiento con prednisona en dosis variable
en relacién a la severidad del caso y la fase clinica de la enfermedad. De la muestra,
23 pacientes se encontraban utlizando dapsona como adyuvante principal, 15
azatioprina y 6 metotrexate. Dado que la mayor parte de los casos se encontraban en
fase de control (15) o consolidacion (24), y solo 5 en actividad, no se correlacionaron

los polimorfismos con la superficie corporal afectada.

Se realiz6 para cada uno de los SNP’s la técnica HRM, las lineas en gris representan
a los individuos silvestres, el resto de lineas en diferentes colores identifican pacientes
con ‘“irregularidades alélicas”, que posteriormente se llevaron a secuenciar. Las
diferencias colorimétricas, se basan en los diferentes puntos de temperatura en los

cuales las cadenas de DNA se desnaturalizaron. (Fig.1,4,7)
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Fig.1 HRM de rs12990970

TTCTTCACCACTATTTGGG ATAT AACGTGG GTTAACACAG ACATAGCAGTCC

* Fig.2 Grafica de secuenciacion
/ WallTime de rs12990970

CAGTCCTTTATAAATCAATTGGCATGCTGT TTAACACAGE ATCTTC

I

Fig.3 Gréfica de secuenciacion
indicativa de homocigocidad
rs12990970

La (Fig.2) indica que el WallTime de rs12990970 es “G”, mientras que la (Fig.3) ilustra
homocigocidad para “A” y “G”.

Gréfica HRM para rs231775 (Fig.4), las lineas en gris representan a los pacientes

silvestres. El resto de las lineas con otros colores representan “irregularidades

alélicas”.
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Fig.4 HRM de rs rs231775

VOCE TTTTTCATACAG MCCCATCTGTETTTTCTTAGG

Fig.5 Gréfica de secuenciacion
WallTime de rs231775

Fig.6 Gréfica indicativa de
heterocigocidad para CT en rs231775

La (Fig.5) indica que el WallTime de rs231775 es “C”, también se aprecia un punto de

homocigocidad en “T”. La (Fig.6) indica pacientes heterocigotos para “CT".
Gréfica HRM para rs3087243 (Fig.7).
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Fig.7 HRM de rs rs3087243
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AT TTCTTCACCACTATTTG GG ATAT AACGTG GG TTAACACAG ACAT

Fig.8 Gréfica de secuenciacion
WallTime de rs3087243

39



Fig.9 Grafica indicativa de
heterocigocidad en GA'y
homocigocidad AA en rs3087243

TTTCTTCACCACTATTTG GG T AT AACGTGGGTTAMACAG ACAT

La (Fig.8), indica que el WallTime es “G”. La (Fig.9), representa heterocigocidad para

los alelos “GA” y homocigocidad en alelos “AA”, para rs3087243.

Se encontraron los siguientes resultados en la distribucibn genotipica: Para
rs12990970, fueron 10 pacientes homocitogos (4 femeninos) y (6 masculinos), 34
pacientes silvestres (13 femeninos) y (21 masculinos) lo anterior representa: 68% de

pacientes silvestres y 20% de pacientes homocigotos.(Tablas 1, 2) y (Grafico 1)

Distribucia
rs12990970 istribucion
genotipica
Homocigoto 10
Muestra no viable 6
Silvestre 34
Total general 50

Tabla 1. Distribucién genotipica rs12990970

rs12990970
Distribucion
genotipica Total
Femenino Masculino
general
Homocigoto 4 6 10
Mugstra no 5 1 6
viable

Silvestre 13 21 34
Total general 22 28 50

Tabla 2. Distribucién genotipica por sexo rs12990970
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Frecuencia genotipica rs12990970

B Homocigoto H Muestra no viable Silvestre

68%

Grafico 1. Porcentajes de frecuencia genotipica rs12990970

Para rs231775: Se detectaron 5 pacientes heterocigotos (5 masculinos), 13

homaocigotos (8 femeninos) y (5 masculinos), 26 pacientes silvestres (9 femeninos) y

(17 masculinos), lo que representa: 52% de pacientes silvestres, 26% de homocigotos

y 10% heterocigotos. (Tablas 3,4) y (Gréafico 2)

rs231775 Distribucidn genotipica
Heterocigoto 5
Homocigoto 13
Muestra no viable 6
Silvestre 26
Total general 50

Tabla 3. Distribucién genotipica rs231775

C rs231775
Distribucion
genotipica . . Total
Femenino Masculino
general
Heterocigoto 5 5
Homocigoto 8 5 13
Muestra no viable 5 1 6
Silvestre 9 17 26
Total general 22 28 50

Tabla 4. Distribucidn genotipica por sexo rs231175
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M Hetel
rs3087243 Distribucion genotipica
Heterocigoto 5
Homocigoto 12
Muestra no viable 6
Silvestre 27
Total general 50

Gréfico 2. Porcentajes de frecuencia genotipica rs231775

Para rs3087243: Se detectaron 5 pacientes heterocigotos (3 femeninos) y (2
masculinos), 12 pacientes homocigotos (4 femeninos) y (8 masculinos), 27 pacientes
silvestres (10 femeninos) y (17 masculinos), lo que representa: 54% de pacientes

silvestres, 24% de homocigotos y 10% heterocigotos.(Tablas 5,6) y (Gréfico 3)

Tabla 5. Distribucién genotipica rs3087243

Distribucion
gztnot;:;coa rs3087243
Femenino | Masculino | Total general

Heterocigoto 3 2 5
Homocigoto 4 8 12
Muestra no viable 5 1 6
Silvestre 10 17 27
Total general 22 28 50

Tabla 6. Distribucién genotipica por sexo rs3087243
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Frecuencia genotipica rs3087243

H Heterocigoto B Homocigoto & Muestra noviable HSilvestre

10%

Grafico 3. Porcentajes de frecuencia genotipica rs3087243

En cuanto a las frecuencias alélicas, para rs12990970 fueron 6 pacientes homocigotos
(AA-14%) y 4 homacigotos para (GG-9%). Silvestres 34 pacientes (GA-77%). (Tabla
7)y (Gréfico 4)

rs12990970
Dlstrl,b.uuon AA | Ga | G Mue?stra no Total
Alélica viable general
Homocigoto | 6 4 10
Mue?stra no 6 6
viable
Silvestre 34 34
Total 6 |34 4 6 50
general

Tabla 7. Distribucion alélica rs12990970
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Frecuencia Alélica rs12990970

B Homocigoto AA B Homocigoto GG Silvestre GA

77%

Grafico 4. Porcentajes de frecuencias alélicas rs12990970

Para rs231775: Fueron 5 pacientes heterocigotos (CT-11%),13 homocigotos (TT-30%)

y 26 pacientes silvestres (CC-59%). (Tabla 8) y (Gréfico 5)

rs231775

D|str|b.uC|on cler |l 1T Mugstra no Total

Alelica viable general
Heterocigoto 5 5
Homocigoto 13 13
M

ue:stra no 6 6

viable

Silvestre 26 26
Total general | 26 5 13 6 50

Tabla 8. Distribucién alélica rs231775
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59%

B Heterocigoto CT ® Homocigoto TT

11%

Frecuencia Alélica rs231775

Silvestre CC

Grafico 5. Porcentajes de frecuencias alélicas rs231775

Para rs3087243: Fueron 5 pacientes heterocigotos (GA-11%), 12 homocigotos (AA-

27%) y 27 pacientes silvestres (GG-62%).(Tabla 9) y (Gréfico 6)

rs3087243

Dlstrllb.uuon A | ea | co Mue:*stra no Total

Alélica viable general
Heterocigoto 5 5
Homocigoto | 12 12
M

ue.zstra no 6 6

viable

Silvestre 27 27

Total general | 12 5 27 6 50

Tabla 9. Distribucion alélica rs3087243
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Frecuencia Alélica rs3087243

W Heterocigoto GA E Homocigoto AA Silvestre GG

11%

62%

Grafico 6. Porcentajes de frecuencias alélicas rs3087243

Discusion.

Cada individuo posee una base genética que le confiere susceptibilidad o proteccion
ante ciertas enfermedades, actualmente, se sabe que las enfermedades autoinmunes
dependen de mdltiples genes, que se encuentran dentro y fuera del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC).®

La dificultad en identificar los genes de susceptibilidad se debe, en parte, a la
naturaleza inherente de estas complejas enfermedades poligénicas y a las diferencias
en composiciones génicas de las poblaciones humanas, sin embargo, la importancia

de la molécula CTLA-4 en la modulacion de la respuesta inmune, ha sido evidenciada
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por los innumerables estudios realizados desde hace varios afios con el fin de

establecer su relacion con patologias de origen autoinmune. 2%

CTLA-4 se expresa en células T CD4 y CD8 activadas, en niveles 10 a 100 veces
menores que los correspondientes a CD28, alcanza una expresion maxima a las 48-72
horas después de la activacion de las células T. **

Aungue inicialmente se le atribuy6 un papel semejante al CD28 en la activacion de las
células T, los hallazgos experimentales mas recientes le adjudican un papel regulador
negativo.”” De hecho, la tendencia de los ratones knock out para CTLA-4 a desarrollar

enfermedades autoinmunes soportan esta nocion.”

El mecanismo responsable de la funcién de CTLA-4 parece estar relacionado con la
asociacion de esta molécula a la fosfatasa SHP2, a la competencia por moléculas
intracelulares como PI3K y a la inhibicién de la unién del CD28 con sus ligandos, al
poseer mayor afinidad por éstos. Existen relaciones coordinadas entre la expresion y
funcion de CD28 y CTLA-4; se ha visto que la presencia en la membrana y el estimulo
de CD28 son esenciales para la expresion maxima y la regulacion eficiente del RNA
mensajero de CTLA-4. Asimismo, los antagonistas de CD28 bloquean la modulacién
positiva de CTLA-4 en respuesta a los antigenos.?’

Las mutaciones que alteran la funcién 6 expresion de CLTA-4, pueden producir una
activacion exagerada de las células T.*! Lo anterior es clave para confirmar que CLTA-
4 es fundamental en la homeostasis inmunolégica, ejerciendo una funcion reguladora
negativa en los linfocitos T ,ya que envia sefiales de transcripcion para IL-2 e inhibe a
la molécula CD28, por lo que debe ser considerado como un blanco para desarrollo de
inmunoterapia. >+

El gen CTLA-4, contiene 4 exones y se han descrito varios polimorfismos en la region
promotora. La sustitucion de una G por A, en la posicion 49 del exén 1 (49 A/G), causa
un cambio de treonina por alanina en el codén 17, por lo que la presencia de este

alelo, ha sido asociada al desarrollo de autoinmunidad.*®

Ejemplos de enfermedades con polimorfismo 49 en el alelo G, son: Pacientes con
diabetes mellitus tipo 1, enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto, lupus
eritematoso, dermatitis atépica y asma.** Alopecia areata es otro ejemplo, en donde
la patogénesis esta marcada por polimorfismos en el gen CTLA-4 se evidencié que el
polimorfismo rs3087243 se encontraba en pacientes con casos severos, rs231775 y
rs3087243 también se presentaban en pacientes de dificil respuesta al manejo.*?
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En el caso de pacientes con psoriasis y vitiligo, se han descubierto polimorfismos en
los alelos CT.**

En pénfigo vulgar la susceptibilidad genética esté influida por proteinas especificas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase IlI, los estudios realizados in vitro han
demostrado la necesaria colaboracion entre los linfocitos T CD4 estimulados por la
desmogleina 3y las células B para inducir la produccion de anticuerpos.®’

La proporcion de células Th1/Th2 condiciona una respuesta inmunolégica policlonal de
anticuerpos 1gG; e 1IgG, frente a fragmentos antigénicos del ectodominio de la

desmogleina 3.

En este contexto nuestro estudio demostré los siguientes hallazgos: Para rs12990970,
se encontré que el WallTime es “G”, con homocigocidad para “A” y “G”. En rs231775,
el WallTime es “C”, con homocigocidad en “T” y heterocigocidad en “CT”. En

rs3087243, el WallTime es G, con homocigocidad en “A” y heterocigocidad en “GA”.

Para los 3 polimorfismos, se encontr6 que la poblaciéon estudiada en su mayor
porcentaje son pacientes de genotipo silvestre. En (rs12990970), no se encontraron
individuos heterocigotos, y fue en este polimorfismo donde se encontré la mayor
cantidad de pacientes silvestres (77%). En el segundo (rs231775) y en el tercer
polimorfismos (rs3087243) se detectaron 10 pacientes heterocigotos. En rs231775, se
encontr6 la mayor cantidad de pacientes homocigotos (30%), para (TT). La

heterocigocidad y homocigocidad predominan en el sexo masculino.

Este estudio es el primero en detectar polimorfismos del gen CTLA-4, en pacientes
con pénfigo vulgar, lo cual es bésico para formar una genoteca de pacientes
mexicanos. La tecnologia HRM empleada es rapida y eficiente para detectar las

irregularidades alélicas.

Sin embargo dentro de las limitaciones, se encuentran que es un estudio meramente
descriptivo, necesitamos comparar nuestro estudio con un grupo control para obtener
resultados mas sélidos, también serd de utilidad comparar las respuestas al
tratamiento en los pacientes homocigotos 6 heterocigotos, para poder determinar un

patron de susceptibilidad 6 predisposicion genética.
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Se espera que este trabajo, surjan otros como determinar la importancia de la
expresion de CTLA-4 en la respuesta al tratamiento del pénfigo vulgar, con esquemas
convencionales, asi como el desarrollo de nueva inmunoterapia dirigida a este blanco
molecular y de esta forma modificar el curso de la enfermedad, impactando en el

numero de recaidas, morbilidad y mortalidad en nuestra poblacion.

Conclusiones

1. CTLA-4 es fundamental para mantener el equilibrio inmunolégico.

2. Este es el primer estudio realizado en nuestro pais para detectar polimorfismos en
el gen CTLA-4 de pacientes con pénfigo vulgar.

3.- Estudio util que ayuda a formar genoteca de pacientes con pénfigo vulgar.

4. La tecnologia HRM, es la mayor utilidad para detectar pacientes “silvestres”, de
aquellos con irregularidades alélicas.

5. En los 3 polimorfismos estudiados, la distribucion genotipica que predominé fueron
los pacientes “silvestres”.

6. Se requiere llevar a cabo un estudio con controles, para en un futuro correlacionar

los hallazgos genotipicos y alélicos, con las respuestas al tratamiento de los pacientes.
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ANEXO 1
HOSPITAL GENERAL DE MEXICO O.D.

Carta de Consentimiento Informado
Autorizacion para participar en el estudio de investigacion titulado:

““Identificacion de polimorfismos del gen CTLA-4 en pacientes con pénfigo
vulgar del Hospital General de México”
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Esta forma de consentimiento informado pudiera tener palabras que usted no

entienda. Le pedimos que pregunte al médico del estudio que le expligue cualguier

palabra que usted no comprenda totalmente.

1. El proyecto de investigacion corresponde a riesgo minimo, esto es, debido a la

extraccion de sangre por puncién venosa, que se explicard mas adelante.
2. Apartados

I. Se me invita a participar en un trabajo de investigacién debido a que padezco una
enfermedad llamada Pénfigo Vulgar, que es una enfermedad ampollosa de la piel y las
mucosas. En este estudio se evaluard en mi muestra de sangre que se obtenga si hay
un “Polimorfismo Genético” cuya definicion es “Una variacién heredada en mi material
genético (ADN), que se encuentra en menos del 1% de la poblacién”. Se piensa que
esta variacion del material genético se relaciona con mi respuesta al tratamiento. Para
llevar a cabo esto se necesitara una muestra de sangre (5 mL) que se procesara sin

costo alguno.

Il. Si participo en este estudio, los médicos encargados del protocolo requieren que
acuda 1 vez a la toma de muestra de sangre. La toma de muestra de sangre de 5mL
es el Unico procedimiento invasivo que se me realizara y que implicara una molestia
transitoria en el sitio de la puncién. El objetivo de esta toma de muestra es evaluar si
hay alguna variacion de material genético que se relacione con mi respuesta al

tratamiento.

[ll. Ademas del tiempo que invierta en la consulta, puedo tener alguna de las

siguientes molestias:

- La inyeccién en la vena del brazo para obtener la muestra de sangre de 5mL
puede causar molestias en el sitio de la inyecciébn como formacién de un
moreton y dolor, por poco tiempo, que no me impedira hacer mis actividades
normales ni dejara secuelas en otras partes del cuerpo. Debido a que la
muestra de sangre se tomara con todas las medidas de higiene, practicamente
se evitara cualquier tipo de contaminacion en el sitio de la inyeccion, que si se
presentara seria solo enrojecimiento, hinchazén en el sitio de la inyeccion con
dolor, que se elimina con el uso de medicamentos que serian proporcionados
por el investigador en caso de presentarse lo anterior. Mi participacion en el

estudio podria no beneficiarme, pero si podria ayudar a otras personas que
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tienen la misma enfermedad que padezco, todo esto, gracias a la informacion

gue obtengamos.

IV. El médico del estudio est4 para responderme cualquier pregunta que pueda tener
acerca del estudio de laboratorio 6 dudas que pudieran surgir con respecto al

protocolo.

V. Yo como paciente no renuncio a ninguno de mis derechos legales por el hecho de
firmar esta carta de consentimiento. Mi firma como paciente indica que he leido y

comprendido la informacién de esta carta.

Ademas, al firmarla reconozco que se me ha explicado el estudio y que he podido
hacer preguntas sobre todo lo que no entendia bien y que éstas han sido respondidas
satisfactoriamente. Asimismo, comprendo que mi participacion en el estudio es
totalmente voluntaria (no es obligado). El no desear participar en el estudio no me
traerd ningun problema, nadie se enojara conmigo como paciente o con mis familiares
y mi decision no tiene nada que ver en la atencién médica a la que yo como paciente

tenga derecho en esta institucion de salud.

VI. Como paciente tengo derecho a que nadie sepa que participé en el estudio y toda
la informacion que se obtenga en éste sera confidencial, dentro de los limites que

marque la ley.

Es posible que los resultados del estudio, se publiquen en una revista seria, por lo que
mediante la firma de este documento lo autorizo, siempre y cuando se mantenga

secreta u oculta mi identidad.

VII. Como paciente y la persona que designe como mi responsable legal tenemos
derecho a conocer los resultados del estudio de laboratorio practicado, también a que

se nos explique lo que significa dicho resultado.

VIIl y IX. Como paciente del protocolo no se me hara ningan cobré econdémico por el
marcador de laboratorio ni por la (s) consulta (s) relacionadas con el estudio. El
marcador de laboratorio sera gratuito so6lo durante el estudio. La atencién de
problemas de salud que no se relacionen con este estudio seguira siendo mi

responsabilidad.

Como paciente participante del protocolo no recibiré compensacién econémica por la
participacion en el estudio, asi como ninguno de mis familiares tampoco recibira
ningun tipo de gratificacion econdémica.
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En caso de algun problema relacionado con la investigacion y que requiera ser
revisado por un médico, este servicio serd proporcionado en su totalidad por los
investigadores hasta su resolucion. No sera posible la ayuda econdémica
(indemnizacién) en caso de algun tipo de complicacion relacionada con el estudio

debido a que no se cuenta con recursos suficientes.

Xly XIl.

Nombre 0 huella digital del paciente
Fecha

Familiar o] Responsable legal
Fecha

Testigo 1 (Nombre y Direccion)
Fecha Relacion con el paciente

Testigo 2 (Nombre y Direccién)
Fecha Relacion con el paciente

XIll. Si en algln momento tengo cualquier pregunta relacionada con este estudio o
experimento puedo contactar a la Dra. Rosa Maria Ponce Olivera, al conmutador
2780-2000 ext. 1055 (lunes a viernes de 8 a 16hrs) si tengo una lesién relacionada con
la investigacion, contactaré de inmediato a la Dra. Etna Laura Guerrero Sanchez al
2780-2000 ext. 1052 (lunes a viernes de 8 a 16hrs).En su defecto al Dr. Andrés Tirado
Sanchez al cel. 5527-44-2811 (24hrs). Si tengo cualquier pregunta respecto a mis
derechos como paciente de investigacion, puedo comunicarme con la Dra. Estela

Garcia Elvira, Presidenta de la Comision de Etica del Hospital General de México, en
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la calle Dr. Balmis 148, Col. Doctores, México, D.F. al teléfono 2789-2000 extension
1368.

XIV. En caso de requerir atencion médica acudir al Servicio de Dermatologia del
Hospital General de México de lunes a viernes de 8 a 16hrs o al Servicio de Urgencias
del mismo Hospital disponible las 24hrs. Puedo decidir no participar en el estudio, o, si

decido patrticipar en el estudio como paciente me podré retirar en cualquier momento.

XV. Mi decision de no participar o de retirarme del estudio, no significara ningun
castigo o pérdida de beneficios a los cuales tenga derecho, y no evitara mi acceso ni a
la atencién, ni al tratamiento médico. Si decido retirarme, notificaré al Dr. Andrés

Tirado Sanchez por escrito y le haré saber que me estoy retirando del estudio.

Si el paciente participante del protocolo o sus familiares creen que existe algln
problema relacionado con este estudio, por favor contacte (n) de inmediato al Dra.
Etna Laura Guerrero Sanchez al conmutador 2780-2000 ext. 1052 (lunes a viernes de
8 a 16hrs) o a la Dra. Rosa Maria Ponce al conmutador 2780-2000 ext. 1055 (lunes a
viernes de 8 a 16hrs), al Dr. Andrés Tirado al cel. 5527-44-2811 (24hrs) o a la Dra.
Estela Garcia Elvira Presidenta de la Comision de Etica al 2789-2000 ext. 1368

ANEXO 2

Carta de Consentimiento para realizar estudio genético y para latoma de

muestra.

Protocolo: “Identificaciéon de polimorfismos del gen CTLA-4 en pacientes con

pénfigo vulgar del Hospital General de México”
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Por medio de este documento como paciente entiendo los siguientes puntos:

1. Que las muestras de sangre tomadas en el estudio seran exclusivamente para
estudios genéticos. La realizacion de dicho estudio sera para determinar si hay

la presencia de “Polimorfismos Genéticos” en mi enfermedad (Pénfigo Vulgar).

Definicién de Polimorfismo: “Una variacion heredada en mi material

genético (ADN), que se encuentra en menos del 1% de la poblacion”.

2. El estudio se va a realizar con una muestra de mi sangre (5 mL) que necesitan

los médicos encargados del protocolo.

3. La muestra de sangre periférica se identificara con mis iniciales y/o clave,
namero de expediente y diagndstico. Solo el investigador responsable tendra
acceso a dicha informacion.

4. Como paciente tengo derecho a aceptar participar en el trabajo de

investigacion, pero, al mismo tiempo, puedo negarme a que me tomen

muestras para estudios genéticos.
Firma del paciente Firma del investigador Firma del testigo

[ ] Doy mi consentimiento para la toma de muestra.

[ ] No doy mi consentimiento para la toma de muestra.

[ ] Doy mi consentimiento para los estudios genéticos.

[ 1 No doy mi consentimiento para los estudios genéticos.
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