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ANTECEDENTES.
COLITIS ULCERATIVA CRONICA INESPECIFICA (CUCI).
a) Historia. v

Esta enfermedad se reconoci6 por primera vez en 1859 como \una enudad sepurada de la' :

disenteria bacllar por Samuel Wilks, un médico del Guy s Hospltal en- Londres y la llam()_ ks

5egunddjpxco‘ entre ln sexta’y’ pgimﬁ décadas de la vida, afecta por igual a ambos sexos.




: Ex1sle eVIdencxa que. e tabaqu:smo-dlsmmuye el riesgo ‘para desarrollar CUCI ,,4(4 5)'. i

; dxchn asocmcnén o

UCI existe reduccion

fructuin y la unién a
barrera mucosa. Por

otra parte en las células epilel‘ii\les del cpl@n' exis defecto’en el mctabollsmo de

los - 4cidos grasos de cadena corta mediado po la’ exposnclén a niveles

"in;:,reme:‘ntﬁdos de sulfuro de hidrégeno que por lo tanto altera la permeabilidad de la
k‘x‘nuéosa tVcolénbiczx (9-10).

b:ebfebcto en la inmunoregulacién: Los trastornos en la regulacidon de la mucosa y del
k;isttk:ma inmunolodgico propician una respuesta proinflamatoria a los componentes

‘intraluminales generando autoinmunidad a los antigenos de la mucosa coldnica

también se ha observado incremento de los mediadores bioquimicos
proinflamatorios tales como interleucina 1, interleucina 2, interleucina 6, factor de
necrosis tumoml alfa, tromboxano A2 y leucotrieno B4 asi como también un defecto

en la produccxén de mediadores anti-inflamatorios tales como el antagonista del

L receptor de. mterleucma 1, el factor de crecimiento transformante beta, la

mterleucma 4 y la 10, ademas de prostaglandina E2 y prostaciclina 12 (11). También

se lm demoslrado disminucion significativa del antagonista endégeno del receptor

de interleucina 1 (12).




3.

nfecclén QCrsnstent :-En pacientes con .CUCI. se'hn documemado la presencia de

cepas de Escher:chm coli que expresan moléculas de adhesién que les confiere

mayor patogemmdﬂd debxd""a aumento de su capacldad de adherencia y en

consecuencia mayor dﬂﬂo la* mucosa colémca. En contmpane otros agentes

microbianos mvolucmdos en la patogcma de la enfermedad de Crohn (13) tales
como Mycobacterium paratuberculosw, paramyxovirus y Listeria monocytogenes no
participan en la patogenia de CUCI.

Componentes_anormales en la luz_intestinal: En pacientes con CUCI no se ha
documentado que existan metabolitos y factores de virulencia bacterianos como el
sulfuro de hidrégeno que interficran con la adherencia epitelial, la produccién de
enzimas mucoliticas que estén involucrados en el dafio inflamatorio de la mucosa :

coldnica (14).




d) Analoml'a pataloglc

a con smtomas snstémxcos tales como astenia, adinamia, malestar general, anorexia,

4f' ebre, pérdlda de peso, dolor a la palpacion a nivel de colon y datos de desnutricion.




Las manifestaciones extraintestinales se clasifican de acucrdo al 6rgano afectado: .

‘Pi(':I:'EI ‘eritema: nodosose_ éncuentra:en el ¢2:al- pacientes ‘con CUCI,: se

udo coinciden con recaidas de actividad de la CUCL. El

Se‘maniﬁestaporkéfectar 5 o mds articulaciones, sintomatologia

--gencralme

nte se asocia con uveitis (18-19).




extrahepdticos, lo que conduce a Ibo"s‘aspeclvos‘_radlpl@gxcos como irregularidad 'y ést:enoslsk T

-de los conductos biliares (20).

M) Diagnostico:

Este se eﬁtqblegc_ mcdian(e las. caracteristicas clinicas, endoscépicas e histolégicas. La
coloknbc‘)sqc;iniz’\\fés 1;1.til para evaluar la exténsién, grado de actividad y toma de biopsias para la

vconﬂr"mécién‘del didgriéstico.

L Los datos de laboratono son necesarxos para documentar los trastornos hematolégicos y

pem’ute la evaluacxén de Ia actividad de la enfermedad. La mayoria de los pacncntes»
. prescman anemla por deﬁcxencm en hierro secundario a pérdida crénica de sangre. Otras
. >mamfcstacxones mcluyen Ia trombocxtosxs, eosinofilia, monocitosis ¢ hxponlbummemln Se
encuentran mveles elevndos ‘de reactantes de fase aguda tales como velocxdad de‘: o
sedimentacién globulur y proteina C reactiva, las que solas o en combinacién son ﬁtiles'; :
como marcadores de actividad de la enfermedad especialmente cuando la enfermedad sé

encuentra activa (21).




EL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC).

La regulacion del sistema inmune es factible gracias a la participacién de moléculas
codificadas por numerosos genes, algunos de ellos localizados dentro de un complejo
gendtico denominado MHCJ(MAjor Histocompatibility Complex), localizado en el brazo

corlo del cromosoma 6 (22),’ ‘com ‘bse:ilvustrn en la figura 1.

Existen tres_clases: de ‘genes'MH

codificados por:el :sistel

componentes de’l complg ento’' L a li@ﬁ en un segmento de 2,000 Kb -
de DNA en el extremo lelo zmo;klos cuales incluyen al HLA-A,
HLA-B, HLA-C, HL;A-E,‘ HL;\- y "I’HLA-H;V'Los antigenos HLA-A, B y C son
glucoproteinas de membrana que se e)épi;es;lh ;ﬁ‘todas las células nucleadas del organismo
y ademads constituyen los principales antigenos de trasplante en humanos. Los HLA-E, F, G
y H son antigenos de diferenciacién muy importantes en el desarrollo y la maduracién
fetales (23).

Los genes clase II se localizan en el extremo centromérico del brazo corto del cromosoma
6, dicha region incluye a los loci HLA-DR, DP y DQ, cada locus esta constituido por una
cadena alfa de 33 Kd y otra beta de 28 Kd que dan lugar a la expresién de una glucoproteina

dimérica cuya expresion se restringe a los macréfagos, linfocitos T activados, linfocitos B,

células dendriticas, epiteliales y endoteliales. Ambas cadenas se hallan insertadas en la




tamblén una reglén

cluse ,[ y clase II dentr

los gencs del comp]em
hnplotxpo dcl complc

complemento C2, C4A

lmfotoxma alfa y beta us( como a las protefnas de hoqueitérmico de*70 kDa (HSP-70)'

(25>
» ‘:El HLA es el sistema genélico mds polimérfico del ser humano Hnsta la fecha se hun v
: 1dentlﬁcado claramente gran ntimero de alelos siendo 746 clase l,‘542 clase Il y 297 clase
11 (26, 27). .

En relacion a la nomenclatura un antigeno se idéntiﬁca por-la lctré del Jocus seguida de un
namero (p. Ej., Al, BSI, Cw8, DR4, etc) Un alelo se 1denuﬁca por la letra del locus
seguida de asterisco y finalmente un nimero (p EJ, A‘OlOl B*0501, Cw*0401,

DRB1*0401, etc) (28).




- 'Los genes del HLA se. hcrcdan sxgmendo la pn Y3 a ley de Mendel en f‘omla codommame

' de tal forma que cada mdxvxduo tlene 2 haploupos, uno de ellos transmmdo por la madre y

el otro porel padre, .

VSe desconoce con preclsnén el mecamsmo quc dio lugar a este extenso polimorfismo, pero

Vse han propueslo dos hlpétesw p
expllca que el pohm rfsmo s de
basica y: que dich:
detennmad” por.ejemplo_la mexncana La segunda de “seleccxén natural" que propone la

selecclén e*los genes: polimdérficos: sobrc los monomérﬁcos. Es probable que umbos

ollo»del pohmorﬁsmo,_quye'caraclenza a los genes del

- MHC (D)




ASOCIACION DE MARCADORES GENETICOS DEL HLA CON CUCI.
Desde 1972 se conoce ¢l papel del HLA en la susceptibilidad genética para el desarroilo de -
enfermedad inflamatoria intestinal (30). La evidencia sc apoya en distintas las variaciones
en la incidencia de la enfermedad por grupos étnicos, en la agreg.hcién familiar, la mayor
concordancia en gemelos monocigoéticos que en di;:igéticos y la frecuencia aumentada de
CUCI en ciertos sindromes genéticos (31,32), - : k

Exlsten diversos marcadores genétlcos del HLA asoclados en diferentes caracteristicas

clinicas en pacientes con CUCI asi p T Jemplo, desdc 1982 se reporté el primer estudio
vque relacxoné Ia nfermedad on_ los genes clase II dcl MHC (33) A partir de entonces

‘ 'umerosos estudios_han demostrado aumenlo de cnenos antigenos HLA con CUCI, pero

‘DQBl "‘0201) con pancolms (41).




_Tmchtenberg EA y cols (42

B haploupos

DQA1*0101-DQBI*

I “de las manifestaciones clin

Orchard ‘TR y- cols (43);

i ADRB] *0103 tuvncron pancolms (p<0 002 RR=33.5), y més aun cste alelo también estuvo



"i’n’crem@m‘adog e*'manera’ significativa ‘en’ pacientes’ sometidos a: colectomia’ (p<0.0002,

: La CUCl es una enfermednd hcterogénea genétlcumente es dec1r, pueden estar mvolucrados

liversos genes Iocahzados denlro del MHC (51),en este senndo se ha>de ostmdo que los

. genes clase III codifican para el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa)‘ y que a su vez se

asocia con varias enfermedades autoinmunes (52), mcluyendo a la CUCI donde se
muestra incremento del alelo TNF*2 del promotor del factor de’neérosis tumoral alfa en

pacientes con pancolitis.




. Otros” genes’ codific: como :son as‘pr'otémas‘ del

podria influir en;la ﬂsiopatogenia"dc ln'enferm'ednd.

Con base alo antenor, este estudio pretendlo anall alel g:lyybloc‘i{& HLA-

g DRBI en mexicanos con CUCI,



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La CUCI es una cnfermedad cuya ctiologia se desconoce. Se ha dcmos'lrudb,qué:eXisleﬁv

diferentes alelos del locus HLA-DRBI asociados con la enfermcdad y con c1ertas "‘;

caracteristicas cllmcas sobre todo de gravedad, los cuales varian de acuerdo al grupo etmco B

cstudlado Los aspectos genétxcos son relevantes ya que permiten conocer el mccumsmo de o

o produccnén de la X ‘fcrmcdud y en caso de encontrase algiin marcador genétlco de gravedad :

ermitird un tratamiento més especifico.

1 dicho planteamiento son:

DRBI se asocian con CUCI en mestizos mexicanos?

e dsocinn con caracteristicas clinicas de gravedad en CUCI
ones extraintestinales, extensién. de la enfermedad y la

’realxzacxén de proctocoleclomfa ?



JUSTIFICACION.

" indigena y donde se puede definirse si los genes de Sﬁsceptlbx_lldad son propios o adquiridos

por el mestizaje con caucdsicos o asidticos.




OBJETIVOS.

PRIMARIO:
e Determinar la frecuencia génica de los alelos HLA-DRB! en pacientes mestizos

mexicanos con CUCI.,

SECUNDARIO:
e Analizar si algin alelo HLA-DRB]1 se re’lacio'nay con manifestaciones graves de CUCI

tales como la extension’(pancolitis), - manifestaciones extraintestinales * y. 7

proctocolectomia '~'r¢fractari'edad, al” tratamiento médico o0 ala

presencia de complicaciones locales agudas. ;-
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HIPOTESIS,

PRIMARIA:

NULA: La frecuencia génica de los alelos HLA-DRBI en pacientes con CUCI es semejante

ala enconlradn en poblacnén general,

ALTERNA La frecuencm génica de los alelos HLA-DRBI es dlferente en pacientes con

i CUCI‘comparada con la poblacién general, por lo que se encuemm_ ast_)cmcnén entre ambos.

’ de‘la‘pob‘lncxén noxmal y por lo tanto se encuentra asocxacnén )

»y,"las ‘manifestaciones clinicas graves de la CUCI (extensién,

“z*-manifestacién extraintestinal, proctocolectomia).

21




PACIENTES Y METODOS.

a) Disciio del estudio: Casos y controles.

b) Poblacién:

Casos: )

Se estudiaron 67 pacientes consecutivos mestizos mexicanos con diagnéstico confirmado
por histologia de CUCI pertenecientes a la consulta externa de Gastroenterologia del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubirdn.

Los pacientes cumplieron con las siguientes caracterfsticas:

Mestizo Mexicano: Es aquél individuo nacido en México asi como sus dos lltimas
generaciones (padres y abuelos), segin las estimaciones de mestizaje tiene una proporcion
de 56% genes amerindios, 40% genes de origen caucasico y 4% de genes de origen negro
(54-56).

¢ CRITERIOS DE INCLUSION,

1. Pacientes adultos.

2. Diagnéstico de CUCI confirmado por histologia caracterizado por infiltrado
inflamatorio por neutréfilos, linfocitos, células plasmaticas, macréfagos, eosindfilos y
mastocitos. Ulceracidn y aplanamiento de las células epiteliales. Congestién vascular de
la submucosa asf como edema de la lamina propia con dilatacién y congestion de los
capilares, ‘

3. Que sean individuos nacidos en México y con por lo menos 2 genemcibrie_s'pkviés

. también nacidas en México.
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s CRITERIOS DE EXCLUSION.

1. Otro tipo de enfermedades inflamatorias intestinales tales como: Enfermedad de Crohn,
colitis indeterminada, Colitis infecciosa, colitis microscépica.

2. Asociacién con otras enfermedades autoinmunes tales como hepatitis autoinmune,
anemia hemolitica, purpura trombocitopénica idiopatica, DM tipo 1, tiroiditis
auloinmun;, “miastenia  gravis, psoriasis, luphs' critematoso generalizado, artritis
reumatoide.

.- 3. - Que no descen participar en el estudio.

‘e CRITERIO DE ELIMINACION.

.1.-Pacientes captados en quienes no se obtuvo DNA a partir de la muestra sanguinea.
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c) Procedimiento:

- Una vez seleccionados los casos, se les aplicé un cuestionario enfocado a la
identificacién de caracteristicas demogréficas, clinicas y bioquimicas de la
enfermedad segun se ilustra en la hoja de recoleccion de datos (Anexo 1) también se
realizd exploracion fisica detallada.

- En caso de que los pacientes presentaran sintomatologia ocular, dermatolégica y/o
dermatol6gica se canalizaron con el especialista correspondiente para establecer el
diagnéstico correcto de la manifestacién extraintestinal existente.

- La extension de la enfermedad fue determinada mediante por colonoscopia larga
con objeto de valorar el grado de actividad macroscépica asi como efectuar la toma
de biopsias de todos los segmentos colbnicos.

- El diagnoéstico fue confirmado por hallazgos histopatoldgicos de acuerdo a la
opinién de 2 patélogos expertos en el drea.

- Una vez confirmados los hallazgos y caracteristicas clinicas de la enfermedad, se
obtuvo el consentimiento informado para participar en el estudio (Anexo 2).

. = Los casos y controles fucron interrogados respecto a antecedentes heredo-familiares
y personales de enfermedades autoinmunes segiin criterios clinicos establecidos para
cada una de ellas (anexo 3).

- . Se tomé una muestra sanguinea venosa periférica de aproximadamente 5 ml de
sangre, colocdndose en un tubo con anticoagulante con EDTA al 2%.

- Seextrajo el DNA a partir de células mononucleares mediante la técnica de Salting
Out, la cual se describe detalladamente en ¢l anexo 4.

- Se amplificé la region del locus HLA-DRB1 por medio de la técnica de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), segtin se describe la técnica en el anexo 4.

- Se realiz6 el marcaje de las sondas e hibridacién en membranas de nylon, segin

descripcion de las técnicas en el anexo 4.
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Controles:

Se estudiaron 99 individuos adultos sanos, nnc:dos en Méxxco al 1guul qu siis dos ulumas

generaciones; cuyo origen y residencia son del D.F. y ‘rea metropolltann, sm la presencxa de

antecedentes heredofamiliares de enfermcdades autommunes ales como uroxdms

autoinmune, diabetes mellitus tipo 1, antritis reumntonde, lupus erltematoso generahzado, :
escleroderma, sindrome de Sjégren y de enfcrmcdad mﬂnmntorm mtesunal (CUCI y Enf de o

Crohn), segin criterios clinicos (anexo 3).

d) Andlisis estadistico:

Sc utilizé estadistica descriptiva. Las variables continuas se analizaron utilizando la prueba
t de Student y para variables categéricas la prucba de Chi-cuadrada.

Se realizé en forma inicial el cdlculo de las frecuencias génicas, la cual se obluvo tomando
en cuenta la frecuencia de cada alelo con respecto a un total de 2N, ya que uno procede del
padre y otro de la madre.

El andlisis de asociacién de la frecuencia de cada alelo se realizé mediante tablas de
contingencia de 2x2 y se utilizé las pruebas de Chi-cuadrada de Pearson y ‘ext‘x}“:ta de Fisher
cuando existan frecuencias menores de 5 en ésta dltima. - La 'fixeiﬂi de asociacién se
determiné por medio de una razén de momios >1 la cual sera positivd ode Susccptibilidad y
<] negativa o de proteccién. La significancia estadistica fue tomada con un valor de p<0.05.
El valor de p fue corregido de acuerdo al nimero de alelos estudiados mediante la Prueba
de Bonferroni para comparaciones multiples.

Para la correlacién de las variables clinicas con los marcadores genéticos, se realizé analisis
univariado y posteriormente multivariado del tipo de la regresion logistica para ajustar las

variables confusoras usando el paquete estadistico SPSS version 10.0.

25



TAMARO DE LA MUESTRA.

Se calculé en base a las férmulas descritas por Stanley Lemeshow (57).

En la primera de ellas estd enfocada a calcular la frecuencia del alelo HLA-DR3 en los
pacientes con CUCI; sc considerd este alelo debido a que se considera marcador - de
autoinmunidad. La frecuencia del DR3 en la poblacién normal mestiza mexicana (p2) es del
5%. Por otro lado, s¢ tom6 una razén de momios de 4 en base al prdmedid de las razones de

momios reportadas en estudios previos.

Férmulas:

pl1=_(RM) p2
(RM) p2 +(1-p2)

Llevindose a cabo las operaciones correspondlentcs se obtuvo quc la frecue 'cm del alelo
DR3 en el grupo de pacxentcs con CUCl es del 17% :

En la segunda férmula, Se tomaro

n n ‘b@der' del -
80% yun vnlor dealfade 0,05 - ' S

“* Después de realizar los procedimientos aritméticos correspondientes, se consideré

un total de 67 sujetos con CUCI para demostrar o refutar la asociacion.

26



RESULTADOS

Caracteristicas demogrdficas:

Se estudiaron 67 pacientes ni;sﬁ?o;mc;gig&inﬁqs on - diagnéstico . confirmado - bqr 1

X éiu‘yo p}ohieafd’dé' '

Ninguno dt?’ylp? antecedentes” heredo-familiares de alguna enfermedad

autoinmune mc]uy fona intestinal as{ como tampoco tenian alguna
enfermedad de carécter atito " manera concomitante a la CUCL
En 42 pacientes (62.7%) no enian ante 2dentes de tabaquismo; micntras que 21 de cllos

(31.3%) tenian mas de 1 afio de hab "'dcjx,x‘do de fumar y so6lo 4 pacientes (6%) presentaban

tabaquismo activo.
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AIéI_o.é de LA-DRBI on pacientes con CUCH.

néi'émentb signiﬂcu(ivo de la frecuencia génica

rieron dlcho procedimiento

qunrurglco (pC=0.005, RM— 7 2‘ IC95% 1. 56-34 7 segun se observa en la tabla 2. Los

otros subtipos de este alelo talcs como. el HLA-DRBI .0~101» y *0102 no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en cada una de lﬁs h;anifestacioncs clinicas como
proctocolectomfia, extensién y manifestaciones extraintestinales.

En la tabla 3 se muestra el analisis de subgrupos de acuerdo a la extensién de la
enfermedad y a los subtipos del HLA-DR2; aqui se encontrd que el alelo HLA-DRB1*15
estd incrementado de manera significativa en aquéllos pacientes con pancolitis al
compararse con aquéllos con afet;cién distal (pC=0.003, RM=12.23, 1C95%: 1.6-256.2).
No se encontraron diferencias con respecto a este alelo y las otras dos manifestaciones

clinicas (proctocolectomia y manifestaciones extraintestinales).




: ;El nmilms con respcclo de cnda una: de: las manlfestacnones cxtrnlntestmales como son

jcolungms esclerosanlc pnmuna artritis, plodcrmu’gangrenoso uveftis, eritema nodosos,
~espondilitis anqunlosante sacrolluus no mostré asociacién alguna con los genes HLA

Al realizar ajuste por varlables confusoras como cdad, género, y tabaquxsmo a través del

andlisis univariado, no se encontrnron dxferencms estadfsticamente significativas.

Anidlisis univariado y multlvanado para variables involucradas en cada una, de las.
manifestaciones clinicas: 7 ‘

1. Proctocolectomia: El uriivariadé mostré 2 variables significativas pancolitis y"'lba
presencia del HLA-DR] cdﬁm posibles factores asociados, sin embargo, en la régrésiéh'

logistica las variables no muntuvxeron sngmﬁcancxa estadistica.

2. Pancolitis: En el anélxsny umvnndo se encontré que la presencia de manifestacion

extraintestinal y el. HLA-DRIS"se asoclaron de manera signifi cauva' en e| andlisis

multivariado del tipo de”l \regresnén logistica, ambas variables permanecneron con
significancia estadistica.

3. Manifestacion exlruintestin L‘é” p'ahcblitis rfxostré signiﬁcancia estadistica tanto en el

andlisis uni como en el' mult' ariad “sin que estuvxeran asociados otras variables

demogrificas y clinicas con esta mamfestucnén

30




DISCUSION

Los marcadores lnmunogenétxcos clase II del HLA “tales como el DRI y DR2 estan
: ’asoclados con la susccpubxlldnd genéuca para el desarrollo de CUCI en pacientes mestizos
mexicanos. Como se nota, el mnrcador que cuenta con mayor fuerza de asociacién es el

HLA-DRI1 con RM=3, 9 vs 2, 29 del HLA-DRZ Eslos resultados confirman otros hallazgos

reportados en la hteratura en dlversas poblaclones cauceisxcas y asidticas.

Es el primer esludno en. Latmoamcrlcanos y conﬁrma lo reportado por Toyoda H (34) eny o
Jjaponeses, quien mostré asoclaclon ‘con el HLA-DR2 (p- 0.008; RM— 2.6) y HLA DR]

(p=0.02; RM= 2, 38), mlsmos que upnrecxeron en el prcsente trabajo con razén de momlos i

de 2,29y 3.9 respectlvamente

En otro estudio reahzado por Satsnngl Jen mglcses (36), el HLA-DRI (HLA-DRBI"‘OIOS)

se asocié con RM- 2.86 dlchok l

r blén e asocxé con pancolms y la necesidad de.*
colectomia. ’
El presente estudio conﬁrmé lo 'encgr‘l‘tr‘aiiovpér R;)ussomoustuknki en caucésicos de EUA &
(40) donde se reportd asocia‘é.iéﬁi "del HLA-DR! (HLA-DRBI1*0103) con CUCl: : :
(RM=5.72). Mis atin al analizar por subgrupos, encontraron asociacién de dicho alelo con
proctocolectomia (p< 0.0001; RM=5), pancolitis (p<0.0001, RM=572) y. con v
manifestaciones extraintestinales (p<0.0001; RM= 8.95). En el presente trabajo el'l—I:LAf ;
DRB1*0103 se asoci6 solo con proctocolectomia (p=0.005, RM= 7.2; IC95%: 1.56-34;7) y

no confirmo la asociacién con las otras manifestaciones extraintestinales,
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El estudno cn Espm’ioles que chCl’lblO asociacion - del HLA-DRBI*OIOB con pancohus

’ (45), ’no se conf rméke 1l poblacxén‘

or ejemplo, Yoshitake (46) encontrd que el HLA-
eptlblhdad ala cnfermcdad mientras que en mestizo
:asoci6” con:la susceptibilidad a la enfermedad asi como con la
: extéhs:én el especiﬁcn coh‘ in;mcolitis.

“F utamn ( ‘2) tambxén conﬁnné dlcha asociacién descrita en japoneses. La susceptibilidad en

fji mexklct‘mos probablemente estzi mﬂmda por la ancestral relacién genética con poblaciones
orientales o con migraciones del siglo XVI. Mas atn, Masuda y cols (58) también
reportaron en japoneses asociacién del HLA-DRB1*15 con pancolitis y enfermedad
refractaria que llevé a proctocolectomia, lo cual confirma tanto estudios previos en Japén
como el estudio en mexicanos y sugiere que este marcador inmunogenético esta asociado

con pancolitis, mds no con proctocolectomfa.
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Fmalmente en :un meta-andlisis reahzudo por Stokkers y. cols /(59) - donde’se. conjuntaron

ILA-D 1'5U; cepllbllxdad genétlca al desarrollo de
: enfermedad inflamatoria intestinal (RM—3 42 e IC95% l 52.7.69).
Es importante mencionar que cada uno de los marcadores sefialados se estudiaron en

poblaciones con diverso origen étnico, lo que permitié identificar que en europeos y

norteamericanos predomina el alelo HLA-DR1 (subtipo ¢l HLA-DRB1*0103), mientras
que en oricntales el marcador asociado es el HLA-DR2 subtipo HLA-DRB1*15.
El presente estudio constituye el primero realizado en Latinoamérica y confirma hailﬁéés‘ :
. reportados en poblaciones caucdsicas en cuanto al alelo HLA-DRB1*01 y’ :cl, HLA-
DRBI1*15 en orientales, sin embargo, la frecuencia del HLA-DR1 es del 5% en la
poblacién normal mestiza mexicana mientras que en los grupos indigenas como los
mazatecos es del 0.7% y en los nahuas del 0% (60) lo que sugiere una relacién intensa de
poblaciones orientales con amerindios.

Por otro lado, el HLA-DRBI1*15 ticne una frecuencia del 6.5% en la poblacién normal
mestiza mexicana y en las poblaciones indigenas como los mazatecos es del 4.9% y en los

nahuas del 0.6% (60) confirmando con ello la influencia oriental en Latinoamérica.
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‘o’ encontramos con frecuencias .-

mente) con respecto’a‘la

f.zlr_hi‘l‘viaé para construir haplotipos B-DR-

blaciones.” Lo anterior podria apoyarse en
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FIGURA 1. MAPA DEL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD
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_Tabla' 1. Frecuencia y localizacién de las manifestaciones extraintestinales en pacientes con' ..

et CUCI.’,VI g

. Frecuencia:

. [-Presente . ‘ : 27 (40.3%)
«Ausente - | 40 (59.7%)

Localizacién:
Atrtritis periférica i 15 (22.4%)
Colangitis esclerosante primaria 7 (10.4%)
Sacroiliitis 4 .(6%) - -
Eritema nodoso 4. (6%) :
Espondilitis anquilosante Co (5% e
Ulceras orales b (LS%R) ik
Uveitis L (15%).
Pioderma gangrenoso : 1
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Tabla 2.’Alé!6s del HLA‘-‘DREVpor orden de frecuencin en los pacientes con CUCL.

—INDIVIDUOS
SANOS

N=198

HLA - n fg pC . RM . IC95%

DR2" 1a 0.090 T.14-4.62

DR1" 10 0.05

DR4. C a7 o2t
DRE 3 oes
DRI4 - sar 0109 ).
DR7 2 :Ol.l_lkl_f:;»k . 031

DRI3 . 107 005

DRI 20 0100

DR3

110055 . 044

DRIO "3 003 10005 - 041-1138

DRIZ = -0 (R 2 ool 0 0603

DRO 0 0 30015027 0 033

IC= Intervalo de confianza RM= Razén de momibé' - p=valorde p

N= Niimero de cromosomas
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Tabla 3. Asociacién ¢

‘ -DRy Ia éxién.siéli de Ia gnféfme‘dad; :

DR1

0103 _’0.1112" o
ooz 6.050‘ :
w000 6.637
DRIS 0187

DRIG ' 0.062

0.018:.

0072

0.35

0.64

1.0

0.03

216

2.15

0.89
2.06 .
1223

083

TIC95%

:'0.’73:.-:6_.68:_
0.50;110‘6:2:

:'0.18-5.3’1.: ‘

' 6.418-52.5 :

: :’l‘..6-‘2v516.’2j ~

0.18-3.92

“1C= Intervalo de 'conﬁanza

. N= Ntmero de. ¢romosomas

RM= Razén de momios

p= valor de p
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Tabla 4. ASociaciéh_énlré:Jo‘g aielos_ HLA-DR yla prcse‘ncm:de proctocolectomfa,

; Procgqco ctomin

IC95%.

‘N="Numero de cromosomas
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- No, .'*rzc_ RM
N=io? »
DRI oasi 6.13‘7‘ 0.60 246 0.85-7.05.
0103 é.zls o 0'0“‘9; 003 5.4 1.39-21.93
*0102 0062 0049 0.6 131 0.16:9.1 -
"0101’ 0.0‘62’ 0019  °‘24 533 0.32-35.01
éRlS o oass 0107 - 0,53 153 0.4275.35‘
DRIG ' 0.0#1 o 0078 0.68 038 (‘).oz-sfz'
| ) [C= lr‘xtex":va’lo,’qét’cgor‘jﬁian;t; : RM= Razéntic mor;;ios k p=valorde p



VARIABLES DE ESTUDIO

Variable

Tipo de variable

Definicion
Edad Continua Edad en afios cumplidos
Sexo . | Dicotémica 0=Femenino 1= Masculino
Antecedentes heredero- | Dicotémica 0=No 1=8§i
familiares _‘ S ‘
Tabaquismo Ordinal = 0=Nunca 1= - Historia. de
| tabhquism_o 2= I‘uma o

Coexistencia de enfermedad | Dicotémica - 0=No " I1=8i "
autoinmune 7 AR ’ Lty o
Edad al diagnéstico Cobntinuax = " |Edad =2 de’ "la cénﬁmacién ‘

; o histopatolégica * ;
Tiempo de evolucién Congiﬁﬁa; : Afios de padecer " -la

enfermedad »

Manifestaciones Dicotémica 0=No
Extraintestinales : 1=Si
Sitio de actividad Nominal Ver anexo !
Colectomia Dicotémica 0=No 1=§i
Motivo de colectomia Nominal Ver anexo 1.
Alelo del HLA-DRB1 Dicotémica 0=Ausente 1=Presente =
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¢ DEFINICIONES OPERACIONALES. ‘

1. _Complicaciones cxtraintestinales: Es la presencia de sinlofn.ntologfa fuera’ delycy:éldn
manifestada como la presencia de artritis aguda, sacronlems, cspondllms anquxlosante,
uveitis anterior, epiescleritis, erltema nodoso colangms esclerosamc pnmana y -

pioderma gangrenoso.

2. Complicaciones agudas locales: Hemorragla maswu' megacolon agudo téxico y/o

perforacién que amerite la realizacién de cole omi

3. Proctocolectomia: Es la extlrpaclén quxrurglcu de todo el colon y recto.

4. Pancolitis: Es la afeccién de todo el colon y recto ‘

5. Colitis distal; Es la afeccién del colon dcsde k‘el éngulé ésplénico hasta el recto.

6. Falla al tratamiento convencional: Son aquéllos pacientes que a pesar con dosis éptimas
de 5 aminosalicilatos, esteroides y/o azatioprina persisten con actividad de la

enfermedad por mds de 1 mes.
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ANEXO 1.
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

ALELOS DEL HLA ASOCIADOS A LA SUSCEPTIBILIDAD DE DESARROLLAR
COLITIS ULCEROSA CRONICA INESPECIFICA (CUCHEN PACIENTES

MESTIZO MEXICANOS.

1. Nomnbre:

2. Registro:{ ]

3Edad: [ ]

4.8exo: 1 Masculino 2 Femenino D

5. Lugarde ongen

6 Antecedentes famlllares con CUCI

27 Ultima' vez huce menos de 3 meses. D
‘3. 'Ultima vez hace més de 3 meses
2 ‘4 Actualmente
o 8 Coexnstencxa con otra enfermedad autommune
“-lez,Cuzil? : ' 0

2.No.

: 9. Edad ai diagnostico de CUCH:
10, Confirmacién histopatolégica de CUCI:

Y ' . OJ

1
2. No
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1. Tlempode eyolﬁéiéh (aftos):

12. Extensién de la enfermedad:

1. Pancolitis
22 Colitis distal.

guynd;id extraintestinal

;-14. En caso afirmativo:

: Artropatia periférica.

Colangitis esclerosante primaria.
Sacroileitis.

Espondilitis anquilosante.
Ulceras orales

Eritema nodoso.

Ubveitis.

Pioderma gangrenoso

PN AN~

15. Colectomia

1. 8i

2. No

16. Motivo de la colectomia: ; :
- 1. Sangrado . . - 2.~ Megacolon 3. Perforacién .
- .. 4. Refractario a tx.' médico - 5. Displasia - ‘

."'6.0tro éspééiﬁdhe -
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ANEXO 2

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION “SALVADOR
ZUBIRAN".
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
MARCADORES INMUNOGENETICOS ASOCIADOS A LA SUSCEPTIBILIDAD
DE DESARROLLAR COLITIS ULCEROSA CRONICA INESPECIFICA (CUCI)
EN PACIENTES MEXICANOS.

1. Estoy de enterado y de acuerdo a participar de manera voluntaria en un estudio clinico
cuyo objetivo es estudiar el mecanismo por el cual se produce la CUCI e investigar si
existen factores a nivel de los genes para el desarrollo de la enfermedad que usted
padece, solo consiste en la determinacion de una muestra de sangre.

2. Para llevar a cabo el estudio es necesario tomar una muestra de sangre de
aproximadamente 4mi con el objeto de extracr el DNA a partir de las células sanguinecas
periféricas obtenidas.

3. Los resultados serdn comunicados a la brevedad posible y serin totalmente
confidenciales.

4. El material genético obtenido no serd sometido a ningin tipo de mampulacxén La
informacién obtenida solamente serd con fines de investigacion. ’

5. Este tipo de estudio no conlleva ningin tipo de riesgo a su pcrsona, sélo la molestla de
la toma de una muestra sangufnea de una vena. . i

6. La decision es voluntaria y mi no participacién en el estudlo

tratamiento y atenci6n clinica en cl Instituto.

El costo del cstudlo genético no tendra mngun costo.

% =N

“Salvador Zubiran”,

Nombre y firma del paciente. Testigo.:

: Testigo.
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ANEXO 3

CRITERIOS CLINICOS PARA LAS DIVERSAS ENFERMEDADES
AUTOINMUNES

A. ARTRITIS REUMATOIDE

1. Rigidez matutina que dura al menos una hora antes de que se alcance la mejoria -
funcional médxima.

2. Artritis de tres o mas dreas articulares con tumefacclén de partes aruculnres [

derrame articular.

Atritis de las articulaciones de la mano: artritis de la muifieca, articulacién

metacarpofalédngica o interfalangica proxxmal :

Artritis simétrica.

Nédulos reumatoides.

Factor reumatoide positivo.

Alteraciones radiolégicas: erosiones o descalcificacion ésea.

w

Nowma

B. LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO
Eritema malar.
Eritema discoide.
Fotosensibilidad.
Ulceras orales.
Artritis no erosiva de 2 o mds articulaciones periféricas.
Serositis (pleutitis o pericarditis).
Afeccion renal: Proteinuria mayor de 0.5 grs/dia o +3 cilindros celulares.
Actividad neurol6gica: Convulsiones o psicosis..
Afeccién hematologica: Anemia hemolitica, leucopenia, linfopenia, trombocitopenia.
0. Trastornos inmunitarios (células LE, anticuerpos anti-DNA o anti-Sm o VDRL
positivo.
11. Anticuerpos antinucleares.

SPENALA LN~
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C. ESCLERODERMA

Engrosamiento difuso de la piel.

Telangicctasias.

Areas de hiper o hipopigmentacion.

Fenémeno de Raynaud,

Disfagia, fibrosis pulmonar o involucro cardiaco o renal.
Anticuerpos antinucleares positivos.

D. SINDROME DE SJOGREN

Xeroftamfa.
Xerostomia.
Anticuerpos anti-Ro y anti-La.

E. PSORIASIS

Placas bien delimitadas, rojo brillante, escamas plateadas localizadas en rodillas,
codos y piel cabelluda.

Onicolisis.

Prurito leve.

F. DIABETES MELLITUS TIPO 1.

Glucemia > 126 mg/dl.
Edad menor a 18 afios.
Anticuerpos anti-islote, anti-GAD.

G. ENFERMEDAD TIROIDEA AUTOINMUNE

Datos clinicos compatibles con distiroidismo: Temblor, nerviosismo, insomnio o
somnolencia, diarrea o constipacién, piel secca o muy humeda, taquicardia o
bradicardia, mixedema, exoftalmos, ctc.

Crecimicnto y dolor de la glandula tiroidea.

Alteracién en las pruebas de funcionamiento tiroideo.

Anticuerpos anti-microsomales y anti-tiroglobulina.
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H. MIASTENIA GRAVIS

" Debilidad muscular voluntaria.

- Diplopia.

- Ptosis,’

- Disfagia.

. “Anticuerpos anti-receptor de acetilcolina.

~ Estudios electrofisioldgico compatible con alteracién en la transmisi6n
¢ neuromuscular,

I. ESCLEROSIS MULTIPLE

‘1. Debilidad, diplopia, paraparesia espastica, neuritis retrobulbar, adormecimiento,

N

desequilibrio.

Placas desmielinizantes multiples del cerebro evidenciadas por resonancia
magnética,

Incremento del contenido de proteinas y bandas oligoclonales (IgG) en liquido
cefaloraquideo.

J. HEPATOPATIA AUTOINMUNE

Astenia, adinamia, fatiga, malestar general.

Ictericia, coluria, acolia, prurito.

Hiperpigmentacion.

Alteracién de las prucbas de funcionamiento hepatico. )
Positividad a anticuerpos anti-musculo liso, anti-mitocondriales, anti-nucleares.

K. ANEMIA HEMOLITICA O PURPURA TROMBOCITOPENICA IDIOPATICA

PN

Fatiga, palidez generalizada, petequias, sitios de sangrado.
Anemia (Hb <12grs/d| o trombocitopenia < 10,000)
Coombs positivo.

DHL elevada.
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L. ENFERMEDAD DE CROHN.

Evacuaciones diarreicas con moco y sangre, pujo, tenesmo rectal, fistulas.
Afeccion de cualquier parte del tubo digestivo (desde la boca al ano).
Histopatologia compatible con afeccién transmural del tubo digestivo.
Velocidad de sedimentacién globular elevada.

Hallazgos endoscépicos caracteristicos: tilceras profundas transversales y
longitudinales, tumefaccién nodular que da un aspecto de “empedrado”, edema c
hiperemia de la mucosa, pared fibrética, rigida y estendtica.
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ANEXO 4

EQUIPO, MATERIAL Y TECNICAS

EQUIPO:

e - Campana de extraccion.

. Teﬁnociclador.

* Lampara de rayos ultravioleta.

e Incubadora para hibridacién, Bn'ﬂo‘kde agua.
e Fuente de vacio. o
e Cémara fotografica.

MATERIAL:

e Tubos Falcon de 50 ml estéri]gﬁs. :

e PipetasPasteur,” "° S

. M:croplpetas deS 0 0ul

«Tubds épénddr'r de2.5m

- I"é“lfyqu‘laé;fgt/og;é#ﬂcus. S
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REACTIVOS:

*  Amortiguador snlmo de fosfatos =

® Solucién de lisis AKC (NH4CI 0 155M +K2C03 0. Ol M)

e Solucién RCB (NaCl 1

'M + ,'n' base IOmM * EDTA 25 mM)

e Amortiguador Trls-EDTA

*  Amortiguador de Tns-Base 0. 5 M pH 8 0

® Solucién de Duodecil sulfato de squo (SDS) al 10%.
e Proteinasa K (10mg/ml), » ’ k

e Fenol.

¢ - Cloroformo.

®  Alcohol etflico absoluto.

e Iniciadores derecho e izquierdo.

'in!‘ofuko dé Magnesio.

o D;.:bxinucleétidos (ATP, CTP, GTP, TTP).
. Taq polimerasa.
. ‘ Agarosn al 1%.

. Bromuro de eudlo ( lOmg/mI)

e Solucxén de narah a G (10 ml de Ficoll al 20%, 2 grs de Tris-base y suficiente natanja

Hidréxido de sodio Naon 0.5M.

.Clo ro. de od NaCl 1.5 M.

Z8TA TESIS NO SALF »
DE LA BIBLIOTECA



e “Terminal transferasa.

e Cloruro de cobalto CoCl 25 mM.

e Oligonucledtidos (sondas) en concentracién dc 10 pmoles/ul
e Digoxigenina (ddUTP-Dig) en concentracxén de'l nmol/ul

s EDTA 0.2 M pH=8.0.

e Glucégeno.

e Cloruro de litio LiCl 4M.

e Etanol al 70%.

.. Membranns de Nylon

. Soluclén de hlbndaclén SSPE 6X, soluclén Denhardt 5X, Lauril-sarconine de sodio

PO4 0.3M, EDTA 30 mM.

icoll ‘4,00“11'1 2%, 2grs de albiimina sérica bovina.

onio 5M (TMAC).

do maleico 0.1M, NaCl 0.15M.
oruguador I mtis 0.3% de Tween 20.

Solu |6n de bloqueo diluida 1:10 en amortiguador 1.

‘Solucién de revelado 4; 'I'ns-base 0. lM pH= 9.5, NaCl 0.1M y MgCI2 50mM.
So)ucxén de bquu;o: reactivo de bloqueo al 10% en amortiguador 1.
. v f’.t’\p;icueqkab anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina.

e Amortiguador de revelado 4: Tris 0.1M pH=9.5, NaCl 0.1M y MgCI2 50mM.

» Dioxetano.
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TECNICAS:

Extraccion de DNA (62)

. Colocar 3-4 ml de‘éﬁn :

"I'lrar el sobrenadﬂnte y al paquete agre ar

(EDTA) en un lubo Falc ‘

'Agregar 30 ml de PBS'y cenlnfugar a 2, 000 pm duranle 10 mmutos )

lén de llsls (AKC), incubar

: por 30 mmutos e inmediatamente cemnfugur u 1500 rpm durante IO minutos.

10.

Descartar el sobrenadante y colocar PBS, agnarvy centnfugar a 1500 rpm durante 5
minutos. :

Descartar el sobrenadante y agregar AKC, agitar y cenlﬁfugar a 1500 rpm durante
minutos.

Descartar el sobrenadante y agregar PBS, agitar y ct;ntrifugar a 1500 rpm durante 5
minutos.

Descartar el sobrenadante y agregar 3 m! de amortiguador RCB, 30 ul de SDS al 10% y
100ul de proteinasa K (10mg/ml). Incubar la mezcla durante la noche en bafio maria a
65-70° C.

Al siguiente dia, saturar el fenol utilizando Tris base 0.5 M pH= 8.0 volumen a
volumen.

Sacar los tubos del baiio y agregar a cada uno 3 ml de fenol saturado, agitar y centifugar
a 1500 rpm durante 5 minutos.

Obtener la fase acuosa y a ésta agregarle nuevamente 3 ml de fenol saturado, agitar y

centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos.
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quede cristalina, -

gregar NaCl 5M (la décima- parte ‘del

scjmm'en un tubo ependorf de 2.5 lava con™’ :

1 sg’des‘echa. El DNA se deja secar ya N2 oa temberatura

A se hidfata ya sea con tris-EDTA 0 con ‘agua destilada y se guarda

a apeC hasta su uso.’
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I1. Amplificacion por reaccién en cadena de la Qolimemsa [PCRQ (63 64)

Se prepara una mezela que contlene todo Io necesarlo para renllw Ia amphﬁcacxén con lo

siguiente: :

. Agn S ireasu
Amortiguador de PCR 10X » 250 ul. .
e Dcoxinucleétido 2mM ,250’ul.

e Iniciador derecho 50 ul.

« Iniciador izquierdo ) ‘ 50 ul.

e Agitar bien y ponerla en hielo -
» Tagpolimerasa =~ " . gf‘a ‘ 125ul

Antes de afiadir la enzxma a ln mezcla, colocnr 2ul (0 Sug) de los DNA en los tubos de

PCR. Por ultlmo, aﬁadlr 47 5 ul e la mezcla anter‘lor, a ‘cada tubo (mezclando DNA y

solucién) y agregar 2 gotas de acexte mmerul

Postenonnente los tubo ‘son. ol os en el‘téﬁﬁociclador, el cual se programa con las
s1gu1cntes condncnones que son estandanzadas en el laboratorio:
. DcsnaturallzaclV ) l minutoa94°C.

1 minuto a 60° C.

: \Amllnv.mtentok

1 minuto 30 segundos a 72° C.

‘Extensnén ﬁnal » 7 minutos a 72° C.

; El proceso se reallza durante 30 ciclos.
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as amplificadas son guardadas para realizar la hibridacién. Los

iniciadores que serdn utilizados son aquéllos para la regién genérica DRBI sugeridos en el

X] tatler ihterﬁacibhal de histocompatibilidad (65).

1ll. Marcaje de las sondas (66).

Cada sonda en cantidad de 95 picomoles es mezclada con 4 ul de amortiguador para la

terminal transferasa, 4 ul de solucién de CbCl 25 mM, 1 ul de ddUTP-Dig (Ilnmol/ul) y 1,5

unidades de terminal transfe z',cyl \'se'incuba a 37° C durante 30 minutos y después

se coloca en hielo. Por Qtré parte, se mezcla 1 ul de glucégeno con 200ul de EDTA

0.2M pH=8.0 y a esta -solucién’se afiaden 2 ul a la mezcla inicial. El oligonucleétido

marcado se iCl aM y 85 ul de etanol absoluto pre-enfriado a —20°

2'~70° C durante 15 minutos y después a 20 o C durante 2

-C,se m clab

khdras o loda]a»nog:h gr}mﬁlgaré 12000 rpm durante 20 minutos a 4° C, eliminar y lavar

el pacjue'ie con 60 ul de etanol, Centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos a 4° C, eliminar

el sobrenadante y secar el tubo al vacio.
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IV, Hibridacion (67) o

Tratamicento de la membrana; La membrann de nylon es conadn en cuadros de IOcm2 La

DNA unhzando un transﬂummador de luz ultravioleta). Una vez col

membrana se procede a desnaturahzarlo, colocando la membrann en’

0.5M/NaCl 1. 5M durante 5 minutos. Después de la desnnturallzaclén la’membranaes

neutralizada colocéndola en'una solucién de NaCl 1 SM/ms-base 0. SM p

minuto. Finalmente la membrana se homea a 80° C durante 10 minutos 'y se po - en_un ‘
transiluminador de luz ultravioleta durante 3 minutos. ‘ ‘

Hibridacién: Las mcmbranas que contienen el DNA amplificado son pre-hibridizadas en la
solucién correspondiente (0.1-0;2 ml/cm?2) durante al menos 30 minutos a 42° C en bafio
maria y utilizando bolsas de plastico. Posteriormente las membranas son hibridadas en la
solucién para este efecto, la cual contiene el oligonucledtido marcado con digoxigenina (2 a
4 picomoles de sonda por cada ml de solucién de hibridacién). Esta solucién también se
agrega de 0.1 a 0.2 m! por cada cm2 de membrana; este proceso se realiza a 42° C durante
toda la noche. Las membranas son posteriormente lavadas en 2 ocasiones (5 minutos cada
una) con una solucion de SSPE 2X y SDS 0.1% a temperatura ambiente con agitacién
utilizando para esto recipientes de plastico de tamaiio apropiado a la membrana. Por lo

gencral se utilizan de 50 a 100 ml de solucién de lavado por cada 100cm2 de membrana.
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* Posteriormente la membrana se lava con una solucuSn TMAC 3M duranle lO mmulos a
temperatura ambiente y finalmente se lava 2 veces con esta mlsma solucxén duranlc 15

minutos a 59° C,
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