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RESUMEN

Introduccién: El pénfigo es una enfermedad ampollosa, autoinmune adquirida, que se
presenta con la formacion de ampollas flacidas que se rompen y dejan areas de piel
denudadas, caracterizada por la formacion de anticuerpos IgG dirigidos contra las
proteinas desmosomales, de estas la desmogleina 3 es caracteristica del pénfigo vulgar
(PV) y desmogleina 1 del pénfigo folidceo (PF). Se ha estudiado la asociacion con
moléculas del MHC clase Il en distintos grupos étnicos, judios, espafioles, japoneses,
turcos y pacientes caucasicos, encontrandose asociacién con HLA-DR4, HLA-DR14 y
HLA-DR1.

Objetivo: Determinar las frecuencias génicas de los alelos HLA DR y sus variantes
alélicas en pacientes mexicanos con pénfigo vulgar y foliaceo.

Material y Método: se realizd un estudio prospectivo, comparativo, abierto,
observacional. Universo de estudio: Pacientes con diagndstico de pénfigo clinico e
histolégico que acudieron de forma secuencial al Departamento de Dermatologia del
Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” del 1 febrero de 2006 al 30 mayo 2006.
Tipificacion de genes HLA. Se aisl6 DNA genomico a partir de células mononucleares
de sangre periférica mediante la técnica de “salting-out”. La tipificacion genética de
HLA-DRB1 se realizd por el método de reaccion en cadena de la polimerasa e
hibridacion con sondas especificas de secuencia (PCR-SSO). La amplificacion se
realizo por el método de la reaccion en cadena de la polimerasa.

Resultados: Se incluyeron en el estudio 43 pacientes con diagnéstico de pénfigo
clinico e histologico, 41 con PV (95.3 %) y 2 con PF (4.7 %). El rango de edad fue de
16 a 84 afios al momento del estudio. 35 fueron mujeres (81.4%) y 8 fueron hombres
(18.6%), presentando una relacion hombre/mujer 4.37 a 1. La edad media al inicio de
la enfermedad fue 44.26 + 18.27. Se encontr6 aumento en la frecuencia génica (fg) de
los alelos HLA-DR14 y HLA-DR1 en los pacientes con pénfigo. Para el HLA-DR14
la fg fue de 0.232 con una p de 0.09 y confiriendo un riesgo relativo de 2.2; en cuanto
al HLA-DR1 la frecuencia encontrada fue de 0.104 con una p de 0.08 y un riesgo
relativo de 3.3. Conclusion: La susceptibilidad para pénfigo parece ser parte de la

susceptibilidad general para presentar una enfermedad autoinmune



ANTECEDENTES

Introduccion

El pénfigo vulgar (PV) es una enfermedad autoinmune adquirida,
caracterizada clinicamente por la presencia de ampollas flacidas que al
romperse dejan areas de piel denudada; en las cuales anticuerpos IgG dirigidos
contra las proteinas desmosomales producen ampollas intraepiteliales;
desmogleina 3 (Dsg 3) es el principal antigeno (figura # 1), pero de 50 a 60 %
de los pacientes tienen anticuerpos adicionales contra desmogleina 1 (Dsg 1), el
antigeno del pénfigo folidceo (PF). El pénfigo se ha observado en todas las
edades excepto en lactantes; predomina de los 30 a 60 afios, en todas las razas.
Afecta ambos sexos con discreto predominio en mujeres en una relacion 1.6:1.
La frecuencia varia de 0.5 a 3.2 por 100,000 habitantes por afio. La mortalidad
era de 75% antes de la introduccion de los corticosteroides (CS) en 1950.
Estudios diferenciales, de acuerdo con el fenotipo clinico, han mostrado una
baja mortalidad en pacientes con PV predominantemente de las mucosas (1 a

17%), comparado con aquellos con la forma mucocutanea (34 a 42%)*.

En México los datos epidemioldgicos son comparables a los publicados
en la literatura médica, sin embargo, se ha observado mayor prevalencia en

adultos jovenes en relacion a lo observado en otras series?.

El diagndstico del PV se efectia con los datos clinicos y con el estudio
histologico de piel intacta perilesional o clinicamente no comprometida. La
acantolisis suprabasal (figura # 2) y la formacion de ampollas son altamente

sugestivas de PV pero el diagnostico debe ser confirmado por



inmunofluorescencia directa (IFD)® donde se observa el depésito caracteristico
de IgG en el espacio intercelular de la epidermis. La inmunofluorescencia
indirecta (IFI) es menos sensible que la inmunoflorescencia directa pero puede
ser de ayuda para el diagndstico; si la biopsia es dificil como en el caso de
niflos o adultos que no cooperan. El andlisis inmunoabsorbente enzimatico
(ELISA) permite mediciones directas de anticuerpos contra Dsg 1y Dsg 3 en

suero, ofreciendo ventajas sobre la IFI*

En relacién al manejo terapéutico, la mayoria de los pacientes son
tratados con corticosteroides sistémicos (CS), los cuales son efectivos. Los
medicamentos adyuvantes como azatioprina®, ciclosporina®,

8 9 e inmunoglobulinas™,** se

ciclosfosfamida®,”, micofenolato de mofetilo
usan en combinacion, con el objetivo de aumentar la eficacia y reemplazar la
accion esteroidea, reduciendo la dosis de mantenimiento de los CS y sus
efectos colaterales. Ademas las tasas de mortalidad y de remision completa han
mejorado desde la introduccion de las drogas adyuvantes, en comparacién con

los controles histéricos?.

El objetivo inicial del tratamiento es inducir la remision de la
enfermedad. Este debe ser seguido por un periodo de tratamiento de
mantenimiento usando el minimo de la dosis requerida para controlar la
enfermedad en razén de minimizar los efectos colaterales. El Gltimo objetivo
del tratamiento deberia ser el manejo sin medicamentos y un estudio reciente
reporta tasas remision completa de 38%, 50% y 75% a los 3, 5y 10 afios del

diagnostico.



El complejo principal de histocompatibilidad (MHC).

La regulacion del sistema inmune es factible gracias a la participacion
de moléculas codificadas por numerosos genes, algunos de ellos localizados
dentro de un sistema genético denominado MHC, el cual esta localizado en el

brazo corto del cromosoma 6 y ocupa una region de 4,000 Kb*? (figura 3).

El producto de los genes del MHC tiene como funcion participar en el
reconocimiento antigénico por parte de los linfocitos T; este proceso es en
cierta manera complejo y se lleva a cabo por medio del reconocimiento de
determinantes antigénicos “epitopes” en asociacion con un antigeno propio, el

cual es expresado por los genes del MHC.

Existen tres clases de genes del MHC: los clase I, clase Il y clase Ill, los
dos primeros son codificados por el sistema HLA y el ultimo codifica para
componentes del complemento®®. Estas moléculas funcionan como elementos
de restriccion, esenciales para el reconocimiento de los antigenos (tumorales o

virales) por los linfocitos T citotoxicos que expresan el marcador CD8.

Los genes clase 1l se localizan en el extremo centromérico del brazo
corto del cromosoma 6, dicha region incluye a los loci HLA-DR, DP y DQ,
cada uno de ellos esta constituido por las cadenas A y B que codifican para una
cadena alfa de 33 Kd y otra beta de 28 Kd que dan lugar a la expresion de una
glucoproteina dimérica llamada antigeno clase 1l. Estos antigenos se expresan
solo en los macroéfagos, linfocitos T activados, T cooperadores, linfocitos B,

células dendriticas, epiteliales y endoteliales.
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Cada una de éstas moléculas clase Il presentan 2 cadenas alfa y 2 beta.
La cadena beta es la mas polimorfica, especialmente la beta 1, aunque en los
DQ y los DP la cadena alfa si es polimorfica. Ambas cadenas se hallan
insertadas en la membrana celular mediante un dominio transmembrana y
tienen también una region intracitoplasmica (figura # 4). Los loci HLA- DRAL
y DRBL1 codifican para los polipéptidos alfa y beta respectivamente los cuales
forman una molécula madura de HLA-DR clase Il. Los productos de los loci
DQA1y DQB1 forman la molécula DQ y los loci DPA1 y DPBL1 codifican para
la molécula DP. Los genes clase Il se encuentran ubicados en una porcion de
12 Kb entre los genes clase 1 y Il dentro del MHC que se hereda como unidad
genética conocida como “complotipo o haplotipo del complemento”. Cada
complotipo codifica la sintesis de los factores del complemento C2, C4A y C4B
de la via clésica y el factor B de la via alterna; intercalados entre los genes C4A
y C4B se localizan dos genes que codifican para la expresion de la enzima 21
hidroxilasa, la cual hidroxila el carbono 21 en la biosintesis del cortisol*. El
HLA es el sistema genético mas polimorfico del ser humano. Hasta la fecha se
han identificado claramente 158 antigenos HLA a nivel de la proteina: 27 HLA-
A; 59 HLA-B; 10 HLA-C; 21 HLA-DR; 9 HLA-DQ y 6 HLA-DP. A nivel del
DNA este polimorfismo es aun mas elevado por ejemplo del gen HLA-A2
existen 17 variantes (A*0201-A*0217) y del HLA-B35 en México existen 16

variantes (B*3501-B*3516) a nivel de la secuencia de nucledtidos*®*’.

En relacion a la nomenclatura un antigeno se identifica por la letra del
locus y un nimero (p. Ej., Al, B51, Cw8, DR4, etc). Un alelo se identifica por
la letra del locus un asterisco y un namero (p. Ej., A*0101, B*0501, Cw*0401,
DRB1*0401, etc)™®.
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Los genes del HLA se heredan en forma codominante, de tal forma que
cada haplotipo estd constituido mitad transmitido por la madre y la otra mitad
por el padre. Se desconoce el mecanismo que dio lugar a este extenso
polimorfismo, por lo que se han propuesto dos hipotesis que tratan de
explicarlo. La primera es la de “deriva aleatoria”, la cual explica que el
polimorfismo se debe a las variaciones al azar de una estructura genética basica
y que dicha variacion tiene una cierta frecuencia dentro de una poblacién
determinada. La segunda de “selecciéon natural” la cual propone que existe
seleccion de los genes polimorficos sobre los monomorficos. Es probable que
ambos mecanismos participen en el desarrollo del polimorfismo que caracteriza
a los genes del MHC. La trascendencia del micropolimorfismo es que le
confiere a la especie un enorme repertorio de elementos de reconocimiento para
la gran variedad de antigenos ambientales y, por lo tanto una gran diversidad en
la capacidad para activar respuestas inmunitarias contra los patégenos que

podrian acabar con la especie, dando asi, una ventaja selectiva'®.

HLA'y pénfigo

Tempranamente en 1973 Krain y colaboradores reportaron que en
judios, el PV se encontraba asociado al antigeno leucocitario HLA-A10%. La
asociacion con el HLA-A10 también se observé en pacientes japoneses®. En
un estudio subsecuente en un grupo de pacientes judios se observd aumento
significativo de la frecuencia del haplotipo HLA-A26-B38%. Estudios
posteriores mostraron que el haplotipo asociado en judios con PV es HLA B38,
DRB1*0402 y DQB1*0302 0 HLA B35, DRB1*0402 y DQB1*0302%%%.
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Pacientes con PV tanto Judios como espafioles poseen haplotipos
DRB1*0402 y DQ*0302. Esto se explica por la cercania geografica, el
contacto por cientos de afios y la conversion de judios espafioles al cristianismo.
En ambos grupos ademas de los genes HLA clase Il, existen probablemente

genes clase | que se encuentran asociados con la patogénesis del PV/?°.

La prevalencia de PV en hispanos en Nuevo México es
aproximadamente 4 veces mayor que en no hispanos y cercana a la de judios
Asguenazi. Una explicacion para esto es sugerida por estudios que revelan la
existencia de poblacion judia criptogénica; en el sudeste de Estados Unidos,
cuyos ancestros huyeron de la inquisicion de Espafia y Portugal en los siglos
XV y XVI. En el estudio en Nuevo México se encontré6 DR4, DQ3 en 75% de
los pacientes hispanos con PV, en 83% de pacientes hispanos con ancestros
judios conocidos o presumidos, la mayoria de estos con el subtipo DRB1*0402.
En contraste se encontr6 DRB1*0402 en 92.39% de los judios Asguenazi con
PV,

En el caso de los pacientes mexicanos, en estudio realizado en nuestro
servicio, se encontro que el HLA-DR14 (DR6) es mas comun en los pacientes
con peénfigo, sobre todo pénfigo vulgar, con respecto a la poblacion sana
control, en la literatura universal DR4 ha sido encontrado con mayor
frecuencia tanto en pacientes judios como no judios. En nuestro servicio el DR4
se encontrd en 14 pacientes de 18, ocupando el segundo lugar en frecuencia
absoluta, sin embargo al comparar la frecuencia génica con la poblacion general

la p no fue significativa®’.
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Por otra parte el HLA-DRB1*0101 representa un riesgo relativo mayor

para el desarrollo de pénfigo foliaceo en la poblacién mexicana®?.

En cuanto a las variantes alelicas del DR y DQ para el pénfigo vulgar
aun no han sido estudiadas en México.
MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio: casos y controles. Se disefi6 este estudio considerando
la baja prevalencia del pénfigo, asi como para establecer la asociacion entre
marcadores HLA clase Il y el desarrollo de la enfermedad en pacientes

mexicanos.

Se estudiaron 43 pacientes con diagndstico de pénfigo clinico e
histoldgico, que acudieron de forma secuencial, ya fuese de primera vez o
subsecuentes al Departamento de Dermatologia del Hospital General “Dr.
Manuel Gea Gonzélez” del 1 febrero de 2006 al 30 mayo 2006.

Para ser elegible para su inclusién en este estudio, cada paciente debia
contar con diagnostico clinico e histopatologico de penfigo vulgar, tener entre
16 y 85 afios de edad al momento del estudio, y otorgar el consentimiento

informado por escrito (anexo #1).

Por otra parte los controles pertenecen a la base de datos de HLA en
personas sanas del Dr. Julio Granados adscrito al servicio de Reumatologia e
Inmunologia del Instituto Nacional de Nutricion y Ciencias Médicas Dr.
Salvador Zubiran, estos controles cumplen con la condicion de ser Mexicanos

sin diagndstico de pénfigo (tabla # 1).
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No se excluyeron pacientes del estudio ya que todos permitieron la

toma de la muestra, y accedieron a firmar la hoja de consentimiento informado.

En todas las muestras se pudo obtener el ADN necesario para realizar la

tipificacion de los alelos.

El tamafio de la muestra se calculé por la formula para calculo de dos
proporciones.

N=2PO (zo + zB)?
AZ

Al sustituir con los valores adecuados y despejar la formula se obtuvo
15.07 como tamafio de muestra para que el estudio fuese significativo desde el
punto de vista estadistico (anexo # 2).

Variables

Variable Independiente: genes HLA clase II.

Variable dependiente: pénfigo vulgar o foliaceo

Variables universales: sexo, edad, raza, ascendencia.

Definicion conceptual de las variables

15



Genes del HLA clase Il: Localizados en el brazo corto del cromosoma 6
hacia la posicion centromérica. Se determinaran los loci DRB1. Se mediran
como presente o0 ausente para cada DR especifico.

Pénfigo vulgar: enfermedad ampollosa que afecta piel o mucosas (figura
# 5y 6) , mas frecuentemente la mucosa oral, de origen autoinmune
caracterizada por la presencia clinica de ampollas flacidas y erosiones,
histol6gicamente se observan ampollas suprabasales, con patrén en panal de
abejas en la inmunofluorescencia directa y presencia de inmunoglobulinas tipo

IgG contra la desmogleina 3.

Pénfigo foliadceo: enfermedad ampollosa que afecta piel, nunca afecta
las mucosas, de origen autoinmune, caracterizada por la presencia de erosiones
con predominio en areas seborreicas, en la histologia se observan ampollas
intraepidérmicas subcorneas y presencia de IgG circulante contra desmogleina
1.

Procedimientos.

El estudio se realizd en el Servicio de Dermatologia del Hospital
General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, en donde se invit0 a participar a todos los
pacientes entre 16 y 60 afios al momento del estudio, que cumplian los criterios
de inclusion, de quienes se consignd el nombre, sexo, edad, origen,
antecedentes personales y familiares asi como el tipo de pénfigo, sus hébitos
dietéticos y las complicaciones sufridas durante el curso de su enfermedad (hoja

de captura de datos). Se realiz6 examen fisico completo, cuantificacion del peso
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y signos vitales. Se tomaron 5cc de sangre periférica que se depositaron en un

tubo con anticoagulante EDTA, previa autorizacidn por escrito.

Las muestras se procesaron en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricién para la extraccion del ADN vy tipificacion de los alelos del HLA
clase Il.

Tipificacion de genes HLA

Se aislé DNA gendmico a partir de células mononucleares de sangre
periférica mediante la técnica de “salting-out”®. La tipificacién genética de
HLA-DRBL se realizé por el método de reaccion en cadena de la polimerasa e
hibridacién con sondas especificas de secuencia (PCR-SSO), mediante el
equipo Dynal PCR-SSO (Hoffman La-Roche). La amplificacion se realizé por
el método de la reaccion en cadena de la polimerasa con 0.125 U/ul de Taq

DNA polimerasa (Promega, Madison, WI).

La informacion de los oligonucléotidos y de las sondas que se utilizaron
se tomaron de las especificidades para DR y DQ publicadas en el 12° Taller

Internacional de Histocompatibilidad.
Se asignaron a los pacientes nimeros en el estudio en forma secuencial,
al ser considerados como elegibles para su inclusién. Dicho namero se incluy6

en la hoja de captura de datos.

Hoja de captura de datos.

Ver anexo # 3
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ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizd estadistica descriptiva para el analisis de los datos

epidemioldgicos.

Se realizé el calculo de frecuencias génicas a partir de la frecuencia de
cada gen o alelo respecto al total de 2N (uno del padre y otro de la madre). Lo
anterior se aplico a cada locus del HLA. El andlisis de asociacion de la
frecuencia de cada alelo del HLA se realizé mediante tablas de contingencia de
2 x 2y se aplico la prueba de Xi cuadrada; si existian frecuencias menores de 5,
se calculaba la probabilidad con la prueba exacta de Fisher. La fuerza de
asociacion en las tablas 2 x 2 se determiné con la Razon de Momios (RM), en
la cual una cifra mayor de 1 es asociacion positiva o de susceptibilidad y menor
de 1 es negativa o de proteccion. EI método de regresion logistica se usoé para el

ajuste por variables confusoras.

18



RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio 43 pacientes con diagnostico de pénfigo por
clinica y confirmado por el estudio histopatoldgico, 41 de estos con pénfigo
vulgar (95.3 %) Yy 2 con pénfigo seborreico (4.7 %). El rango de edad fue de 16
a 85 afios al momento del estudio, el media de edad fue 44.26 tomando la edad
a la fecha del diagnostico de pénfigo, con una desviacion estandar de 18.27
(grafico # 1)

De estos pacientes 35 fueron mujeres (81.4%) y 8 fueron hombres
(18.6%), presentando una relacién hombre- mujer 4.375 a 1 . La edad media al

inicio de la enfermedad fue 44.26 + 18.27

En todos los pacientes se realiz6 extraccion de ADN y se determing el
HLA-DR

Dos pacientes presentaron enfermedad dermatologica asociada, un

paciente con psoriasis y otro con hiperqueratosis palmoplantar adquirida.

Una paciente tenia el diagnostico de esclerosis multiple en control.

Se interrogaron posibles factores desencadenantes sin encontrarse
relacion alguna entre el inicio del pénfigo vulgar o folidceo y factores

ambientales.

En cuanto al lugar de origen, la mayoria de nuestros pacientes eran

oriundos del D.F, 25 (69.44%), el resto pertenecian a los estados circunvecinos:
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estado de México 3, Guanajuato y Veracruz con 2 pacientes cada estado y
Guerrero, Puebla, Zacatecas y Michoacan con un paciente por cada estado
(grafico # 2).

Se interrog6 la procedencia de padres encontrandose que el 31.14%
procedian del D:F, 13.11% Guanajuato, Oaxaca 9.83%, Estado México 9.83%,
Michoacan 6.56%, Puebla 8.19%, Guerrero 3.27%, y el 18.02% restante
pertenecian a los estados de Morelos, Jalisco, Zacatecas, Querétaro, San Luis
Potosi, Tamaulipas y Monterrey (grafico # 3). También se interrogo el lugar de
procedencia de los abuelos con los siguientes resultados 19.38% del DF,
10.26% Estado Meéxico, 19.38% Guanajuato, 10.26% Hidalgo, 12,54%
Michoacén, 13.68% Oaxaca, 12.54% Puebla, 31.92% otros estados de la
republica y 3 pacientes con abuelos de origen Europeo, Francia, Region de los

Balcanes, (grafico # 4).

Al comparar las frecuencias génicas de HLA-DR de los pacientes con
pénfigo con la poblacion general se encontré un aumento en la frecuencia
génica de los alelos HLA-DR14 y HLA-DR1 en los pacientes con pénfigo,

siendo las diferencias significativas de acuerdo a los célculos estadisticos.
Para el HLA-DR14 la frecuencia génica fue de 0.232 con una p de 0.09

y confiriendo un riesgo relativo de 2.2; en cuanto al HLA-DR1 la frecuencia

encontrada fue de 0.104 con una p de 0.08 y un riesgo relativo de 3.3.
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DISCUSION

El estudio demuestra la asociacion de pénfigo con los alelos HLA-
DRB1*14 y HLA-DRB1*01.

Estos resultados confirman lo reportado en estudios previos donde los
alelos HLA-DR4 (DRB*0402,%0406) y DR14 (DRB1*1401, *1405) confieren
fuerte susceptibilidad para el desarrollo de pénfigo vulgar en diferentes grupos
étnicos. En el presente estudio s6lo se incluyeron 2 pacientes con pénfigo
foliaceo; de acuerdo a un estudio previo en el servicio de Dermatologia del
Hospital Dr. Manuel Gea Gonzalez se encontré asociacion con el HLA-DR1 en
pacientes con pénfigo folidceo. Por otra parte los alelos HLA-DRB1*04,
DRB1*14, DRB1*01 se han asociado también al pénfigo folidceo® y al fogo

selvagem*! en otros estudios.

La aparicion y progresion del pénfigo posiblemente depende de la
interaccion de varios factores, algunos conocidos otros aun por descubrir. Entre
estos se encuentran factores genéticos que incluyen los alelos del HLA ya
mencionados, asi como otros genes en los tejidos afectados que podrian
conferir mayor susceptibilidad, en el caso particular del pénfigo la expresion
génica de los genes que codifican para las moléculas que regulan la expresion

de las desmogleinas, como por ejemplo los receptores colinergicos®.

Los individuos con predisposicion genética para desarrollar pénfigo
desarrollaran la enfermedad solo cuando uno o mas factores adicionales estén
presentes. La naturaleza de la mayoria de estos factores es actualmente

desconocida. Sin embargo algunos medicamentos han sido identificados como
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desencadenantes, penicilamina, captopril y rifampicina entre otros. Como
algunos alimentos tienen una estructura quimica similar a los medicamentos
identificados como causantes, también se han sugerido como posibles

desencadenantes®,

Inicialmente se habia reportado HLA-DR4 en pacientes judios
Ashkenazi con pénfigo®, sin embargo posteriormente se han reportado
frecuencias génicas aumentadas en pacientes con pénfigo vulgar y foliaceo de
los alelos HLA-DR4, DR14 y DR1 en diversos grupos étnicos: caucasicos,
japoneses®, turcos® | espafioles”; esto parece indicar que la asociacién con

estos alelos es independiente del grupo étnico.

En los ultimos afios se han publicado varios casos de transicion de

pénfigo vulgar a pénfigo folidceo®®™’

y viceversa, donde se documenta la
transicion clinica y seroldgica de los pacientes, de lo que hasta hoy se
consideran dos entidades clinicas similares pero independientes; sin embargo,
tomando en cuenta estos reportes y los estudios de HLA previamente
comentados, podria tratarse de una misma enfermedad con un amplio espectro
de presentaciones clinicas, yendo desde el pénfigo vulgar oral, sin afeccion a
piel con IgG anti Dsg3, la variante mucocutanea con IgG contra Dsg3 y Dsgl, y
el penfigo folidceo donde sdlo se encuentra afeccion cutanea e 1gG contra

Dsgl.

Por otra parte estos alelos se han reportado en otras enfermedades

autoinmunes como artritis reumatoide, esclerosis maltiple.
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CONCLUSION

Muchos estudios han confirmado la asociacion entre artritis reumatoide
y un numero restringido de alelos del locus altamente polimorfo HLA-DRB1,
principalmente DRB1*0401,*0404 y *0101. Cada uno de estos alelos comparte
secuencias homologas en la tercera region hipervariable de la cadena B, lo que

se ha denominado epitope compartido®.

Por lo anterior, planteamos la posibilidad de que exista un epitope
compartido para autoinmunidad y que la expresion de la enfermedad depende
de la interaccion con el medio, asi como de otros determinantes genéticos aun
por descubrir. Por tanto, la susceptibilidad para padecer pénfigo parece ser parte
de una susceptibilidad mas general para desarrollar autoinmunidad.
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Figura 1.
Uniones intercelulares “Desmogleinas” Modificada de Grant J
Anhalt, Making sense of antigens and antibodies in pemphigus.
J Am Acad Dermatol1999:40;7636

Desmosome detail
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Figura 2.
Ampolla suprabasal (izquierda), Ampolla subcornea (derecha).
Fotos del archivo del Servicio de Dermatologia del Hospital “Dr.
Manuel Gea Gonzéalez”
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Figura. 3.
Localizacion y organizacion del complejo HLA en el cromosoma
6. Tomada de Jan Klein, Akie Sato. The HLA System. N Eng J
Med 343(10):702-9
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Estructura de las molécu

Figura 4.
las clase I y clase 1.

Tomada de Jan

Klein, Akie Sato. The HLA System. N Eng J Med 343(10):702-9
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Figura 5.
Ampollas flacidas y erosiones, Paciente con PV. Fotos del
archivo del Servicio de Dermatologia del Hospital “Dr. Manuel
Gea Gonzalez”
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Figura 6.
Afeccidn de la mucosa oral en paciente con PV. Fotos del
archivo del Servicio de Dermatologia del Hospital “Dr. Manuel
Gea Gonzalez”
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Tabla 1.
Distribucion de las frecuencias de los alelos HLA-DRB1 en
controles mexicanos mestizos.

Especificidad NuUmero (%) de

*|
subtipo DRB1 alelos (n=99) fg (1303011 él (1555')5) 0.045
04 47 (237) 0302 1 (05) 0.005
: , .
0407 21(10.6) 0.106 *0303 1 (0.5) 0.005
*0404 9 (45) 0.045 *01 10 (5)
%0403 4 (2) 0.020 *0101 7 (35) 0.035
0411 3 (15) 0.015 *0103 3 (15) 0.015
*0402 2 (1 0.010 *13 10 (5)
*0405 2 (1) 0.010 *1301 4 ) 0.020
*0410 2 (1) 0.010 *1302 4 (2) 0.020
*0401 1 (0.5) 0.005 *1305 2 (1) 0.010
*0406 1 (05) 0.005 *16 5 (2.5)
*0408 1 (0.5) 0.005 *1602 3 (15) 0.015
*0409 1 () 0.010 *1601 2 (1) 0.010
*0*80802 gg 82)5) 0,150 *09 3 (1.5)
. *|
*0804 3 (15) 0.015 *120 o 3 855) oo
*07 22 (11.1) *
*0701 22 (11.1) 0.111 g : E(lJ)S) oo
*14 21 (10.9) * '
p s 0,035 1001 1 (05) 0.005
*1401 6 (3) 0.030
*1406 3 (15) 0.015
*1407 3 (L5) 0.015
*1403 2 (1) 0.010
*11 20 (10)
*1101 12 (6) 0.060
*1104 4 (2) 0.020
*1102 3 (15) 0.015
*1103 1 (0.5) 0.005
*15 13 (6.5)
*1501 9 (45) 0.045
*1502 3 (L5) 0.015

*1503 1 (0.5) 0.005




Tabla 2.

La frecuencia genica de los alelos del locus HLA-DR

DRB1

DR4

DR14

DR8

DR13

DR11

DR1

DR16

DR7

en pacientes con pénfigo y controles.

CASOS

n

27

20

10

13

4

(n=86)
fg

0.313

0.232

0.116

0.034

0.023

0.104

0.023

0.046

CONTROLES

n

47

21

33

10

20

10

22

Fg= frecuencia génica, RR= riesgo relativo

32

(n=198)
fg

0.237

0.105

0.165

0.050

0.100

0.050

0.025

0.111

P

NS

0.09

NS

NS

NS

0.08

NS

NS

RR

2.5

3.3



Anexo # 1

Secretaria de Salud. Hospital General "'Dr. Manuel Gea Gonzéalez".
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
De acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki y con La ley General de Salud, Titulo Segundo.
De los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos CAPITULO | Disposiciones Comunes. Articulo 13y 14.-
En toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio, deberan prevalecer el criterio del respeto a su
dignidad y la proteccion de sus derechos y bienestar. Debido a que esta investigacion se consideré como riesgo minimo
de acuerdo al articulo 17 y en cumplimiento con los siguientes aspectos mencionados con el Articulo 21:

He sido informado que padezco pénfigo vulgar que es una enfermedad en la cual la herencia puede
determinar la susceptibilidad genética a la misma, y que a partir de una muestra de sangre periférica (tomada de una
vena de mi brazo) se pueden estudiar los genes involucrados en el pénfigo; asi como que en el Hospital General Dr.
Manuel Gea Gonzélez se estan tomando muestras de sangre para analizar los genes mas frecuentes en pacientes
mexicanos con pénfigo.

Mi participacién en el estudio consistird en responder las preguntas formuladas en la hoja de captura de
datos y permitir la toma de 5 ml de sangre periférica, mediante venopuncion (sacar sangre con jeringa).

Se me ha informado que los riesgos del estudio son minimos y son los relacionados con la toma de la
muestra de sangre con una jeringa de 5 ml, que consisten en dolor por la venopuncién, equimosis (moretones), sangrado
e infeccion, estos se resolveran con las indicaciones del médico en término de una a 2 semanas.

Los resultados del estudio ayudaran a comprender el origen étnico del pénfigo en los pacientes mexicanos,
asi como la relacion con el HLA aporta informacion desde el punto de vista inmunoldgico para comprender la
fisiopatologia de la misma.

Se me ha asegurado que puedo preguntar hasta mi complacencia todo lo relacionado con el estudio y mi
participacion.

Independientemente del estudio se me seguird proporcionando atencion y tratamiento en el Servicio de
Dermatologia del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez.

Se aclar6 que puedo abandonar el estudio en cuanto yo lo decida, sin que ello afecte mi atencién de parte del
médico o del hospital.

Autorizo la publicacién de los resultados de mi estudio a condicion de que en todo momento se mantenga el
secreto profesional y que no se publicara mi nombre o revelara mi identidad.

Los gastos derivados del estudio del HLA seran cubiertos por el laboratorio del Departamento de Genética del Instituto
Nacional de Antropologia, el laboratorio de Reumatologia e Inmunologia del INN Salvador Zubiran y El departamento
de inmunologia del Cancer y SIDA del Instituto de Cancer Dana Farber y en ninglin momento se cobraran al paciente.

Con fecha , habiendo comprendido lo anterior y una vez que se me aclararon todas
las dudas que surgieron con respecto a mi participacion en el proyecto, acepto participar en el estudio titulado:
Determinacion de HLA clase Il en pacientes mexicanos con pénfigo vulgar.

Nombre y firma del paciente o responsable legal

Nombre, y firma del testigo 1
Direccion
Relacion que guarda con el paciente

Nombre, y firma del testigo 2
Direccion

Relacion que guarda con el paciente
Nombre y firma del Investigador Responsable o Principal

Este documento se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en poder del sujeto de investigacion o de su
representante legal y el otro en poder del investigador. Para preguntas o comentarios comunicarse con el Dr. Simon
Kawa, vicepresidente de las Comisiones de Etica y de Investigacion al (01 55) 56 66 60 21
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Anexo # 2

Calculo del tamafio de la muestra por la formula para calculo de dos

proporciones.

N=2PO (zo +zB)?
AZ

En donde P = p! + p?
2

y p' representa el grupo 1, que para el presente estudio se considerara la
frecuencia encontrada en pacientes hispanos en Nuevo México %, ya que de los

1617181920 janoneses *°, espafioles '°, en los cuales se ha

grupos étnicos, judios
estudiado el HLA DR4 este representa el mas cercano desde el punto de vista
geogréfico, histdrico, cultural y por tanto probablemente genético. En este
estudio el HLA-DR4 fue de 75% en pacientes hispanos sin ancestros judios

conocidos. %

p? = grupo control, que corresponde a pacientes mexicanos sin pénfigo
vulgar donde se ha encontrado que la frecuencia genica del HLA DR4 en la
poblacion general es de 24%.

Q=1-P

za ajustada para que la p significativa estadistica sea de 0.05 es igual a
1.96
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z3 ajustada para que el poder de prediccion sea de 80% es igual a 0.84

Entonces

P=0.75+0.24 = 0.495
2

Q=1-0.495=0.505

A es igual a la diferencia entre el grupo 1y el grupo control entonces

A =(0.75 - 0.24)%* = 0.260

Sustituyendo tenemos que:

N =2 x 0.495 x 0.505 ( 1.96 + 0.84)? = 15.07
0.260
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Anexo # 3

Hoja de captura de datos

Expediente:

Fecha [ /

Nombre

Edad al Dx : Masculino [] Femenino [ Telf.
E-mail: Residencia

Lugar de nacimiento

Lugar de nacimiento padres:
Padre: Madre:

Lugar de nacimiento abuelos
Abuela paterna: Abuelo paterno:
Abuela materna: Abuelo materna:

Idiomas:

Espafiol: Indigena: Otro:
Filiacion étnica (autoidentificacion)

Alfabetismo:

Educacion (maximo grado de estudios):

Ocupacion:

Ingreso por trabajo:
Monto: personas que dependen: Habitantes por dormitorio:

Vivienda:
Area: Rural [] Urbana [
Drenaje: Agua entubada:

Sanitario exclusivo: __Electricidad:

Conviven con animales:  si 0 no 0 cuales:

Depositos de agua cercanos como: laguna [] Rios []  Canales
Presencia de: Moscas Mosquitos
otros insectos (cuales)

Enfermedades:
Infecciosas (VIH, TB, VPH):

Metabdlicas(diabetes, hipercolesterolemia, hipertension...):

Autoinmunes (AR, LES)

Cancer [] Hereditarias Otras

Si participa familiar(es) en el estudio, sefialar nombre y parentesco

Dieta habitual (10 principales alimentos):
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Grafico 1. Pacientes con pénfigo vulgar y foliaceo distribuidos
por edad y sexo.
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Grafico 2. Pacientes por lugar de origen
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Grafico 3 lugar de origen de los padres de los pacientes.
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Grafico 4. Lugar de origen de los abuelos de los pacientes.
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