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RESUMEN

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es el prototipo de las enfermedades
autoinmunes, se caracteriza por la produccion de una gran variedad de
autoanticuerpos y dafio a multiples 6érganos, afecta principalmente al sexo femenino
(>90%) y alrededor del 15-17% de todos los casos se manifiestan durante la infancia.
En la dltima década, se han obtenido nuevas visiones de la etiopatogenia del LES,
mediante analisis de ligamiento y estudios de asociacion de casos y controles; sin
embargo, en la mayoria de estos estudios se han incluido principalmente pacientes
de inicio en la etapa adulta. Las bases genéticas del LES de inicio en la edad
pediatrica, son actualmente inciertas. En la poblacién mexicana, los pocos estudios
dirigidos a la caracterizacion de los factores genéticos involucrados en el desarrollo
de esta enfermedad, también se han realizado en pacientes adultos, enfocandose
principalmente al analisis de genes localizados en la regién del complejo principal de
histocompatibilidad (CPH).

En esta tesis, estudios de asociacion basados en familias asi como en casos y
controles fueron utilizados para la identificacion de genes involucrados en la
susceptibilidad para el LES en pacientes pediatricos mexicanos. Un panel de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) localizados en 11 genes candidato fue
analizado para su asociacion con la enfermedad. En la poblacion pediatrica
mexicana se identificaron cuatro SNPs fuertemente asociados con la susceptibilidad
para desarrollar la enfermedad. Estos SNPs se localizan en los genes TNF-a,
PTPN22, PDCD1 e IRF5.

Los resultados respaldan una fuerte asociacion genética del gen IRF5 y con
LES, en nuestra poblacion. EI SNP rs2070197 T/C mostré una fuerte asociaciéon con
la enfermedad (OR=3.19, 1C:2.50-4.08). Por otra parte, el haplotipo de riesgo es muy
frecuente en la poblacién mexicana (40% versus 16% en poblacién Europea). Aun
mas interesante es el hecho que los pacientes mexicanos con LES tienen una muy
alta frecuencia de individuos homocigotos para el haplotipo de riesgo (19.9%),
contrario a los pacientes Europeos entre los cuales solo el 3.3% son homocigotos. El
OR conferido para el genotipo homocigoto para el alelo C del SNP rs2070197 (el tag
SNP para el haplotipo de riesgo) fue de 10.46.



Hasta la fecha, este es riesgo mas alto conferido por un gen para el desarrollo del
LES, a nivel mundial. Los resultados observados, confirman previas asociaciones de
estos polimorfismos con la enfermedad descritos en otras poblaciones,
principalmente de pacientes adultos. Por otro lado las diferencias interpoblacionales
de las frecuencias de los SNPs analizados apoyan, la hipétesis de que en este
padecimiento existe una gran heterogeneidad genética y que esta varia entre los
diferentes grupos étnicos, por lo que los genes candidatos deben ser estudiados con
detalle en cada una de las poblaciones.

Los resultados presentados en esta tesis sientan las bases para el
entendimiento de los mecanismos moleculares del LES en nuestra poblacién vy
podrian contribuir como nuevas herramientas que nos permitan mejorar las
estrategias de prevencion, diagnéstico y tratamiento del LES y de otras

enfermedades autoinmunes comunes en nuestra poblacion.



ABSTRACT

Systemic lupus erythematosus (SLE) it is the prototype of autoimmune
disease, characterized by the production of a wide variety of autoantibodies and multi
organ damage, affecting mainly women (>90%). Onset occurs during childbearing in
most cases, and around 15 to 17% are of childhood-onset. Childhood-onset is
apparently more common in Hispanics. Over the last decade, linkage analyses and
case-control association studies have provided new insight on the pathophysiology of
the SLE. However, the vast majority of these studies have analyzed only adult-onset
cases. In the Mexican population, the few studies analyzing genetic factors involved
in the development of this disease have included only adult-onset cases and have
focused on mainly on the role of histocompatibility complex (MHC) genes. Overall,
very few studies have attempted to analyze the genetic basis of childhood-onset SLE.

In the present thesis, association studies in families as well as cases and controls
were performed to identify SLE susceptibility genes in Mexican pediatric patients. A
panel of single nucleotide polymorphisms (SNPs) located within 11 candidate genes
were tested for association with childhood-onset SLE. Four SNPs located within the
TNF-a, PTPN22, PDCD1 and IRF5 genes showed significant association with
childhood-onset SLE in the Mexican population.

The results support a strong genetic association between IRF5 gene and
Mexican patients with SLE. The rs2070197 T/C SNP showed very strong association
with disease (OR=3.19, I1C:2.50-4.08). Moreover, the risk haplotype is very frequent in
the Mexican population (allele frequency, 40% versus 16% in European population).
The frequency of risk haplotype homozygotes among Mexican childhood SLE cases
was very high (20%), in contrast with that in European adult SLE patients (3.3%). The
genotype odds ratio for being homozygote for the C allele of rs2070197 (the SNP
tagging the risk haplotype) was 10.46. To date, this is the highest risk conferred by
any gene to develop SLE worldwide. Our results replicate previous associations of
IRF5 with SLE in other populations, and stress the importance of genetic
heterogeneity and ethnic differences, which deserve to be studied in detail in each

population.



These results contribute to the understanding of the molecular mechanisms involved
in the pathophysiology of the SLE in our population, and may help improve

prevention, diagnostic and treatment strategies for this and other autoimmune
diseases.



INTRODUCCION

En febrero del 2001, se publicé el primer borrador de la secuencia del genoma
humano (Lander et al. 2001; Venter et al. 2001), cuya secuenciacion fue completada
en Abril del 2003. ElI conocimiento generado de este andlisis ha concebido una
comprension valiosa de la naturaleza de la biologia humana y ha ayudado a entender
la historia de las poblaciones ancestrales y modernas, asi como de los mecanismos
fundamentales de varias formas de enfermedad. La comparacion de las secuencias
entre especies y la anotacion funcional de los genes humanos, han tenido un impacto
sustancial en nuestra habilidad para identificar los loci de susceptibilidad y las
variantes genéticas que predisponen a las patologias humanas. Muchas de estas
enfermedades tienen un componente genético en su etiologia, algunas de las cuales
son generadas por un defecto en un solo gen (monogénicas), mientras que otras son
causadas por la interaccion de multiples genes con el medio ambiente

(enfermedades complejas), (Collins et al.1998).

EL GENOMA HUMANO

Un objetivo clave desde los inicios del proyecto del genoma humano (HGP),
en 1990, fue el de conocer su secuencia completa, identificar genes nuevos vy
conocer la variabilidad genética. La estimacion actual del numero de genes por
genoma haploide en el humano es de 23,000, el cual es considerablemente menor
de los 35,000 a 120,000 previamente esperados (Liang et al. 2000; Ewing et al.
2000). La expresion de estos genes es compleja por la generacion de varios
productos de un mismo gen, resultado de splicing alternativo, otros procesos post-
traduccionales y la expresion diferencial de los genes en varios tejidos y durante las
diferentes fases de desarrollo. No obstante, la magnitud de las secuencias que
codifican para proteinas es solo una pequefa fraccién del genoma total (1.15 a
1.5%), la mayoria consiste de DNA repetitivo (mas del 50%) y secuencias
intergénicas no-codificantes (aproximadamente 30%) (Strachan y Read, 1996).

Tradicionalmente las secuencias en genes codificantes de proteinas han
recibido mayor interés, sin embargo la atencion cada vez esta siendo mas enfocada

en los intrones y otras regiones no codificantes, debido a que es posible que en éstos



residan sitios funcionales importantes, tales como dominios reguladores. Algunas
regiones que son importantes para la regulacion y la expresion de diferentes genes
estan siendo identificadas por su conservacion entre especies distantes
evolutivamente. El conocimiento sobre la estructura fisica y el cddigo genético
completo de los seres humanos en conjunto con la informacién gendmica de otros
organismos puede aumentar sustancialmente la posibilidad de la identificacion de los

genes causantes de la enfermedad y otras regiones biologicamente importantes.

VARIACION GENETICA

Las secuencias completas de dos genomas humanos son aproximadamente

99.9% idénticos (excepto para los gemelos monocigotos), la pequefia variacion
existente consiste de millones de polimorfismos, lo que hace que cada genoma
individual sea unico. Un polimorfismo se define como una variacién en la secuencia
del DNA, en la cual la frecuencia del alelo raro es >1% (Reich et al. 2002).
Sin embargo, la diferencia entre dos individuos no solo se debe a la variacion
genética y los efectos del ambiente; los niveles de expresion de genes cruciales en
fases del desarrollo especificos, son también factores importantes. La diversidad
existente no sélo hace posible distinguir un individuo de otro, sino también permite
entender la evolucion de la humanidad e identificar las causas de numerosas
enfermedades.

A la fecha, hay mas de 8,000 genes relacionados a enfermedades enlistados
en la base de datos del OMIM (del ingles, Online Mendelian Inheritance in Man)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/), y esta cifra va en aumento cada dia.

La mayoria de las variantes polimorficas no tienen una implicacion directa con
una enfermedad aunque existen muchos ejemplos de “variantes normales”, las
cuales son abundantes en una poblacién y que aunque no son ni necesarias ni
suficientes para el desarrollo de una patologia, pueden ser causa del incremento de

susceptibilidad o el riesgo para padecer una patologia.



MARCADORES GENETICOS

Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs)

El tipo mas comun de variacion genética es el polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP). Estas sustituciones de una sola base comprenden el 90% de la
cantidad total de variacidon en el genoma humano (Collins et al. 1998) (figura 1). Se
ha estimado que existen alrededor de 10 millones de SNPs por genoma haploide
(Kruglyak y Nickerson, 2001), de los cuales alrededor de 7 millones son conocidos y
estan disponibles en varias bases de datos (Sachidanandam et al. 2001). El hecho
que los SNPs sean comunes y sean relativamente estables, los hace los marcadores
ideales en el mapeo de genes, especialmente en las estrategias de ligamiento y
asociacion genética (Risch y Merikangas, 1996; Lander et al. 1996; Kruglyak et al.
1999). Otra ventaja es que con las nuevas metodologias que se han desarrollado,
ahora es posible su genotipificacién a gran escala de una manera exacta, eficiente y
costo-efectiva. Algunos SNPs son mutaciones viejas, que surgieron mucho tiempo
antes de la divergencia de las poblaciones actuales y por lo tanto, pueden ser

compartidos entre las poblaciones de diferentes origenes étnicos.

Microsatélites

Los microsatélites son otro tipo de marcadores comunmente usados en el
mapeo de genes, principalmente en el analisis de ligamiento tradicional (Strachan y
Read, 1996). Este tipo de marcadores no son tan abundantes como los SNPs, pero
son muy utiles en el analisis de ligamiento, donde se requiere menos resolucion que
en los estudios de asociacion. Existen mas de 10,000 marcadores microsatélites
distribuidos a lo largo del genoma humano (Weber et al. 1989).

Una resolucion de aproximadamente un marcador microsatélite por cada 10
cM, seria lo suficientemente denso para identificar un gen de susceptibilidad, en
cualquier parte de la secuencia del DNA por una estrategia tradicional de ligamiento.
Los microsatélites son marcadores multialélicos que consisten de di-tri o tetra
repetidos de nucledtidos de varias longitudes y a menudo son altamente
informativos, pero a diferencia de los SNPs, tienen una tasa de mutacion

relativamente alta (Brinkmann et al. 1998).



Figura 1. Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs). Los SNPs son cambios

de una sola base en una posicidon o region especifica en la secuencia del DNA.



La identificacion de marcadores genéticos informativos, asi como el desarrollo
de mapas genéticos de alta densidad y mapas fisicos del genoma completo, han
facilitado la implementacién de nuevas estrategias para el mapeo de genes de
susceptibilidad para las enfermedades humanas. Los mapas genéticos estan
disponibles en varios sitios; tales como:

Généthon (http://www.cephb.fr/ceph-genethon-map.html)

Cooperative Human Linkage Center (CHLC)(http://gai.nci.nih.gov/CHLC/)
Marshfield (http://research.marshfieldclinic.org/genetics/)

Genome Database (GDB), (http://www.gdb.org /).

ENFERMEDADES GENETICAS

Enfermedades Monogénicas

Las enfermedades mendelianas 0 monogénicas, como su nombre lo indica,
son causadas por mutaciones en un solo gen, que pueden ir desde mutaciones
puntuales hasta grandes deleciones o inserciones. La herencia de estas alteraciones
siguen las leyes mendelianas (descritas por Gregor Mendel en 1866) por lo que
también son referidas como enfermedades mendelianas simples. En algunos casos
otros factores genéticos (genes modificadores), los factores ambientales, la
heterogeneidad alélica o hasta el manejo de la entidad, pueden complicar el cuadro
clinico. En las enfermedades monogénicas, existe una estrecha correlacion entre el
genotipo y el fenotipo, lo que significa que la penetrancia (la probabilidad que un
individuo portador exprese la enfermedad) es generalmente alta. Las enfermedades
mendelianas pueden ser heredadas en un forma dominante (es suficiente con la
herencia de un alelo afectado) o de una manera recesiva (es necesario que las dos

formas alternativas de un alelo se encuentren afectados) (figura 2).

Enfermedades complejas

Las enfermedades complejas no siguen un patron de herencia mendeliana,
aunque en muchos casos existe mas de un individuo afectado dentro de una misma
familia (agregacion familiar). Las enfermedades complejas tienen una etiologia

multifactorial, lo que significa que son causadas por la interaccion de varios



componentes y son expresadas bajo la influencia de factores genéticos y no
genéticos, como los ambientales (figura 2).

Muchas enfermedades complejas son comunes en la mayoria de las
poblaciones y afectan millones de personas a nivel mundial, por ejemplo las
enfermedades autoinmunes (EAs), diabetes y muchas formas de cancer. En las
enfermedades complejas, los alelos que predisponen a la enfermedad son variantes
polimorficas también presentes en los individuos sanos, ya que estos alelos son
causantes solo de susceptibilidad. Se dice que éstas tienen una penetrancia
incompleta o reducida, ya que un individuo puede ser portador del alelo de la
enfermedad sin expresar la enfermedad. Los factores tales como el sexo, edad,
ambiente y fondo genético pueden afectar la penetrancia.

Una caracteristica que define las enfermedades complejas es que éstas son
poligénicas, lo que significa que existen varios alelos de predisposicién o alelos de
susceptibilidad involucrados, ademas del ambiente. Para que un individuo exprese la
enfermedad necesita un cierto numero de estos alelos los cuales pueden funcionar
en una manera aditiva, interactiva o epistatica. En general los individuos sanos
pueden ser portadores de varios “alelos de susceptibilidad”, los cuales son
compatibles con la funcién normal a menos que otras variantes de susceptibilidad y
un medio ambiente adverso estén presentes.

Los genes de susceptibilidad pueden variar dependiendo de la poblaciéon
estudiada. También la heterogeneidad dentro de una poblacién puede ocurrir,
complicando la identificacion de estos genes. La expresiéon de la enfermedad
causada por factores no-genéticos (fenocopias), tales como el ambiente, también
necesitan ser considerados cuando se estudian las enfermedades complejas. Otra
caracteristica importante de estas enfermedades es la presencia de heterogeneidad
genética. Esta incluye la heterogeneidad alélica, donde diferentes alelos del mismo
gen causan el fenotipo, y la heterogeneidad de locus, donde diferentes genes en

diferentes loci cromosomales disparan el mismo fenotipo.
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Figura 2. Enfermedades genéticas. En las enfermedades mendelianas o
monogeénicas, la alteracion de un sélo gen causa la enfermedad y el riesgo genético
de una mutacion en el gen es el mismo entre las poblaciones. En las enfermedades
complejas, multiples genes tiene una pequena participacion al desarrollo de la
enfermedad, el riesgo de cada gen es diferente entre la poblaciones y aun entre los

individuos de una misma poblacién.



Este tipo de enfermedades tienden a agruparse en las familias. El grado de
esta agregacion puede ser medida por el valor de As, (el cual es la relacion del riesgo
de la recurrencia de la enfermedad entre los hermanos de los individuos afectados y
la incidencia de la enfermedad en la poblacién general) mediante el cual se estima el
riesgo que un hermano de un individuo afectado puede padecer la enfermedad. Un
valor de As cercano a uno significa que la enfermedad no se agrupa en las familias.
Por ejemplo, el valor As para la fibrosis quistica, es estimado arriba de 500, mientras
la artritis reumatoide, una enfermedad compleja, tiene un valor As entre 5y 10
(Wandstrat y Wakeland, 2001).

METODOS DE MAPEO GENETICO

Desde la década pasada varios métodos genéticos moleculares se han
aplicado a un amplio intervalo de rasgos cuantitativos y complejos, con grados
variables de éxito. La falla de algunas metodologias para localizar e identificar
variantes genéticas de predisposicién a la enfermedad y el rapido desarrollo de
tecnologias moleculares, ha conducido a importantes cambios en las estrategias de
investigacion.

El analisis de ligamiento o enlace y los estudios de asociacion son dos
métodos genéticos analiticos utilizados para detectar tanto regiones cromosdémicas
especificas como variantes genéticas localizadas en genes que estan involucradas

en el desarrollo de la enfermedad (Baca y Orozco, 2004).

Ligamiento

El ligamiento se refiere a la segregacion no independiente de los genes en dos
o mas loci localizados sobre el mismo cromosoma. El analisis de ligamiento
tipicamente utiliza datos fenotipicos de familias para inferir la presencia y la
extensidon de la segregacidon no independiente entre un rasgo y uno o mas
marcadores geneéticos con el objeto de establecer la localizacion de una variante
genética que esté influyendo en el fenotipo. Los estudios de ligamiento se realizan en

individuos de una misma familia, ya sea en hermanos (sib pair analisis) o en



pedigries extensos (figura 3). Este tipo de estudio permite determinar si un marcador
genético y el gen que predispone a la enfermedad se encuentran fisicamente ligados
mediante el analisis de la cosegregacion del marcador y el fenotipo de la
enfermedad. El analisis de ligamiento tiene dos caracteristicas atractivas: éste no
requiere conocimiento de los mecanismos patofisiolégicos y su intervalo se extiende
por encima de grandes distancias genéticas (hasta 20cM).

El analisis de ligamiento puede ser dividido en dos principales estrategias: 1)
analisis de ligamiento paramétrico o basado en modelo, el cual usa familias multi-
caso y pedigries extendidos. Este método requiere algunas suposiciones, tal como el
modo de herencia de la enfermedad del alelo de la enfermedad (recesivo o
dominante), la frecuencia del alelo de la enfermedad en la poblacion y el valor de
penetrancia. 2) analisis de ligamiento no-paramétrico o libre de modelo que usa
familias nucleares y pares de hermanos afectados donde tedéricamente ninguna
suposicion necesita ser hecha.

La evidencia estadistica de ligamiento es medida convencionalmente como el
LOD score, que es el logaritmo de base 10 del cociente de dos probabilidades: la
probabilidad de que dos loci se encuentran ligados entre la probabilidad de que no
haya ligamiento. LOD scores arriba de 3 se dice que son significativos; sin embargo
Lander y Kruglyak, 1995 propusieron que el umbral para un LOD score significativo
debe ser 3.3, al menos cuando varios marcadores son analizados, tal como en un
analisis del genoma completo. En las enfermedades complejas es dificil obtener
grandes pedigries multigeneracionales debido a la participacion de multiples genes y

a la fuerte influencia de los factores ambientales en su desarrollo.

Desequilibrio de Ligamiento

El desequilibrio de ligamiento (LD: del ingles, Linkage disequilibrium) es un
fendmeno por el cual aquellos alelos que estan suficientemente cerca en el genoma
(haplotipo) tienden a ser heredados juntos con una frecuencia mayor que la esperada
por el azar. El desequilibrio de ligamiento es muy util, pues permite localizar

polimorfismos relacionados con la enfermedad.
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Figura 3. Analisis de ligamiento en familias no relacionadas. Se evalua la
cosegregacion de un marcador con la enfermedad, en la primera familia la
enfermedad cosegrega con el alelo A; mientras que en la segunda, la misma
patologia con el alelo B. Los circulos y cuadros negros indican individuos afectados,

mientras que los blancos individuos sanos (Modificado de Baca y Orozco, 2004).



Si aparece una mutacidon que genera un polimorfismo responsable de la
enfermedad, es posible que otros polimorfismos cercanos también estén asociados
con ella. Existen dos medidas de LD (Devlin y Rich, 1995), frecuentemente
observadas en la literatura, como el valor D’ de Lewontin’s y el coeficiente de
correlacion r?. Cuando los valores para D’ y r? difieren significativamente de cero

existe evidencia de LD, mientras que un valor de uno indica LD completo.

Estudios de asociacion

Los estudios de asociacion estan basados en la hipotesis de que un gen
especifico contribuye a la enfermedad de interés. Para el mapeo de genes
involucrados en las enfermedades complejas, tales como el LES, los estudios de
asociacion pueden ser mas eficientes que los analisis de ligamiento (Rich y
Merikangas, 1996; Long y Langley, 1999). En el andlisis de asociacioén, polimorfismos
dentro o en la vecindad de los genes de interés (genes candidato) son tipicamente
analizados. Este tipo de analisis puede también realizarse en el genoma completo. El
objetivo de estos estudios es determinar si un alelo especifico o genotipo se
encuentra con un riesgo mas alto de desarrollar la enfermedad. Este puede ser
realizado directamente estudiando las variantes funcionales dentro del gen u otras
variantes que pudieran cosegregar con un alelo desconocido de la enfermedad.
Ambas estrategias presentan limitantes tecnoldgicas y serios cuestionamientos
acerca de su costo y validez, por lo que la estrategia mas eficaz en el mapeo de
genes esta enfocada al analisis de SNPs en genes candidatos que codifican para
proteinas cuya funcion es conocida y que tienen un efecto potencial en el fenotipo de

la enfermedad.

Analisis de asociacion casos-controles.

Un estudio de asociacidn puede ser realizado con un estudio de casos y
controles donde la frecuencia de un polimorfismo en pacientes no relacionados es
comparada con la de los controles sanos no relacionados (figura 4). La medida
estadistica de asociacidon en un estudio de casos y controles puede ser una simple

prueba de chi cuadrada (x?).
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Figura 4. Estudios de asociacion. Compara la frecuencia con la que aparece un
marcador entre casos y controles no relacionados. Si el marcador se presenta con
una frecuencia mayor en los casos, el marcador estara asociado con el desarrollo de

la enfermedad.



Otra medida estadistica de asociacion comunmente usada es el riesgo relativo
(odds ratio). Este da el riesgo de tener la enfermedad dada por la exposicién a un
factor de riesgo, comparado a no tenerla estando expuesto al mismo factor de riesgo.
Bajo la hipotesis nula, que la exposicion no da un riesgo aumentado para la
enfermedad y que el riesgo es igual a uno (Balding, 2006). Si la exposicion da un
riesgo aumentado para la enfermedad, el riesgo relativo (Odds Ratio) debe ser mayor
a uno, dependiendo de la fuerza del factor de riesgo.

Los estudios de asociacion incluyen la tipificacion de SNPs en casos no
relacionados y un grupo de controles pareados con base en su origen étnico. Un
polimorfismo dado puede ser el locus de interés si el alelo ocurre con una frecuencia
significativamente mayor entre los casos, comparados con los controles. Sin
embargo, con este tipo de disefo existen tres posibles causas de asociacion,
cuando se observa una asociacion significativa: 1) efecto directo del marcador alélico
en estudio. En algunas ocasiones el marcador utilizado es un polimorfismo
intragénico que altera la secuencia de aminoacidos o afecta la transcripcion, por lo
que los diferentes alelos pueden mostrar diferencias en la cantidad o calidad del
producto génico y tener un efecto directo en la susceptibilidad a desarrollar la
enfermedad. En estos casos, se espera que en cualquier poblacion estudiada se
encuentre la misma asociacion. 2) desequilibrio de ligamiento (LD). Si la causa de
asociacion es debida a desequilibrio de ligamiento, esto significa que el gen o alelo
de interés se encuentra en estrecha proximidad al marcador polimérfico. Debido a
que el LD depende del efecto fundador ejercido sobre la poblacién, una enfermedad
puede mostrar asociacion con alelos diferentes de un marcador en las diferentes
poblaciones; por ejemplo, el alelo A puede encontrarse asociado con la enfermedad
en una poblacién, mientras que en otra poblacion el alelo observado puede ser el B,
e incluso en poblaciones muy mezcladas podria no existir asociacion con ninguno de
los alelos y 3) estratificacion de la poblacion, si en una poblacion existen subgrupos
qgue no tienden a mezclarse, esto puede condicionar a que tanto la enfermedad como
algunos marcadores alélicos podrian ser mas comunes entre los individuos de un

subgrupo (figura 5).
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Figura 5. Estratificacion de la poblacién. Este problema surge cuando los casos
representan un subgrupo genético (poblacion1 en la figura). El alelo representado de
color azul esta sobre representado entre los casos pero solo porque es mas

frecuente en la poblacion 1.



En estos casos, los estudios de asociacion pueden dar resultados falsos
positivos. Para evitar falsas asociaciones secundarias a la estratificacion de la
poblacion, los controles deberan ser pareados con los casos por factores relevantes

como el origen étnico y origen geografico (Silverman y Palmer, 2000).

Anadlisis de asociacion basado en familias

Los estudios de asociacion en familias son la mejor alternativa para la
identificacion de genes involucrados en las enfermedades complejas como el LES,
ya que a diferencia de los estudios de asociacion en casos y controles, los estudios
familiares evitan falsas asociaciones debidas a la estratificacion de la poblacién (por
seleccion inadecuada de la muestra control), (Laird y Lange, 2006). Uno de estos
meétodos y el mas ampliamente utilizado es la prueba de desequilibrio de transmision
(TDT; “transmission disequilibrium test”). La TDT analiza la transmisién preferencial
de alelos especificos, es decir, la asociacion entre un marcador alélico y un locus de
la enfermedad. Si una asociacion existe, se observara una desviacion significativa
de la frecuencia de transmisién del marcador bialélico de los padres a la
descendencia afectada, del valor esperado para cualquiera de los dos alelos (valor
de 50%) (Spielman y Ewens, 1996).

En otras palabras, la prueba de TDT compara la frecuencia con la cual los
padres heterocigotos transmiten un alelo especifico de un marcador bialélico o su
forma alterna al hijo afectado. Si el marcador alélico se encuentra en desequilibrio de
ligamiento con el locus de la enfermedad o éste tiene un efecto directo en la
susceptibilidad de la misma, se observara una desviacion significativa de la
frecuencia de transmision esperada para cualquiera de los dos alelos (50%) (Prueba
de TDT positiva) (figura 6). Una asociacion significativa sugiere un gen candidato en

la etiologia de la enfermedad (Spielman y Ewens, 1996).
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Figura 6. Prueba de desequilibrio de transmision (TDT). Solo se toman en cuenta

los padres heterocigotos, por ser los informativos. El alelo (2) es transmitido 4 veces,
mientras que el alelo (1), es transmitido s6lo una vez. Cuando un alelo es transmitido
con mayor frecuencia que la esperada (50%) en pacientes no relacionados, como es
el caso del alelo (2), se puede inferir que éste se encuentra asociado con la

enfermedad.



ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Se estima que las EAs afectan el 4-5% de la poblacién, predominan en el sexo
femenino y aproximadamente 1 de cada 30 individuos padece algun tipo de
enfermedad autoinmune, por lo que estas entidades representan un problema de
salud en la medicina actual (Wandstrat y Wakeland, 2001). Las enfermedades
autoinmunes son condiciones cronicas que resultan de una falla del sistema inmune
para discriminar antigenos propios de los no propios. En condiciones normales el
sistema inmune protege al organismo hospedero de todos los “intrusos” extrafos, es
capaz de discriminar entre los auto-antigenos (componentes del cuerpo como su
propios acidos nucleicos y proteinas) y antigenos extrafios (microorganismos y
virus). Normalmente los linfocitos reactivos hacia los auto-antigenos son eliminados,
este mecanismo es conocido como auto-tolerancia y una falla en la auto tolerancia es
la causa fundamental de las enfermedades autoinmunes (Rioux and Abbas, 2005).

La auto tolerancia puede ser dividida en: tolerancia central y tolerancia
periférica. En la tolerancia central, los linfocitos inmaduros que reconocen auto
antigenos en los érganos linfoides generadores (la médula ésea para las células B y
el timo para las células T) mueren por apoptosis; en la tolerancia periférica, los
linfocitos auto reactivos maduros encuentran a los auto antigenos en d6rganos

linfoides periféricos (bazo y ganglios linfaticos) y son eliminados (figura 7).

Tolerancia central de los linfocitos T

En el timo tienen lugar dos procesos: la seleccion positiva de aquellos linfocitos
cuyo receptor es capaz de reconocer las moléculas propias del MHC y la seleccion
negativa que consiste en la eliminacion de las células T auto reactivas. La muerte de
los timocitos en todas estas circunstancias se consigue por apoptosis. A su paso por el
timo los precursores de los linfocitos T (timocitos), son inducidos a proliferar y a
diferenciarse en células T, para ello es indispensable la expresién del receptor de

células T (TCR) y la seleccion positiva (Von Boehmer H, 1994).
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En la seleccion positiva, del repertorio de linfocitos se seleccionan sodlo
aquellos linfocitos que expresan un TCR capaz de interactuar adecuadamente con
las células presentadoras de antigenos (CPA) del timo (a través de HLA y péptidos
timicos). De esta manera todos los timocitos seleccionados positivamente tendran la
posibilidad de interactuar con las CPAs del individuo (restriccion por HLA), de ser
estimulados por estas y de montar una respuesta inmunitaria frente a los antigenos
extranos.

Este nuevo repertorio seleccionado también tendra células capaces de
responder con baja afinidad o con alta afinidad a los autoantigenos expresados en la
superficie de las CPAs del individuo. Las células auto reactivas de baja afinidad, no
son problema porque dada la eventualidad de encontrarse con los auto antigeno
respectivos, la probabilidad de activarse y montar una respuesta es minima. La
situaciéon para las células auto reactivas de alta afinidad, es opuesta porque dada la
probabilidad de encontrarse con los autoantigenos respectivos, la posibilidad de
activarse y montar una respuesta es viable. Para disminuir esta posibilidad, el timo
realiza una seleccidbn negativa mediante la cual los timocitos que interactuan
fuertemente con los péptidos y las CPAs timicas son inducidos a una muerte celular
apoptética (Nossal GJV, 1994).

Tolerancia periférica de los linfocitos T

Los mecanismos principales de la tolerancia periférica son la anergia
(insensibilidad funcional), delecién (muerte celular apoptotica y la supresién por las
células T reguladoras (Goodnow et al, 2005).

La anergia clonal ocurre frecuentemente en los tejidos periféricos y consiste
en la incapacidad de respuesta por parte de un linfocito una vez que este ha sido
estimulado por su antigeno especifico (Schwartz RV, 1996). Este linfocito es activado
por el antigeno de una manera inadecuada o en ausencia de sefales co-
estimulatorias y entra en un estado refractario del cual s6lo sale después de un
periodo de tiempo prudente y de una estimulacién y co-estimulacion adecuada.

La delecion clonal es un mecanismo responsable tanto para la tolerancia

central (seleccion negativa en el timo) como periférica de los linfocitos T.



El mecanismo responsable de ésta es la apoptosis inducida por la
estimulacién antigénica de los timocitos o de los linfocitos T auto reactivos en la
periferia (Leonardo et al, 1999).

La supresién clonal es un proceso activo mediante el cual un factor externo
(citocinas, linfocitos u otras células) frena la respuesta de una célula auto reactiva
una vez que esta es estimulada por su respectivo auto-antigeno (Weigle and
Rpmball, 1997). Las células T reguladoras son células CD4+, CD25+ con alta
afinidad para ciertos auto-antigenos que escapan a la seleccion negativa en el timo,
gracias a su interaccion con células epitelio reticulares medulares, van a los 6rganos
linfoides secundarios y frenan las repuestas inmunitarias de linfocitos estimulados

por sus respectivos auto-antigenos (Mason D, 2001).

Tolerancia de linfocitos B

Como la tolerancia central para los linfocitos B (LB) no es tan intensa, los
linfocitos B auto reactivos son mas abundantes que los linfocitos T auto reactivos. No
obstante, dado el papel regulador de los linfocitos T-CD4 sobre la produccion de
anticuerpos por parte de los linfocitos B, muchos de los linfocitos B auto reactivos no
responden a sus respectivos autoantigenos por la ausencia de una actividad
colaboradora de los linfocitos T. Es decir, como no hay tantos linfocitos T auto
reactivos, muchos de los linfocitos B auto reactivos se mantienen tolerantes. La
tolerancia periférica se produce por diferentes mecanismos: 1) la anergia clonal
(inactivacion funcional) que es la falta de coestimulaciéon, que se induce por un
exceso del antigeno soluble y 2) la incapacidad del linfocito B para migrar a los
foliculos linfoides (Abbas et al, 1997).

Las enfermedades autoinmunes (EAs) surgen cuando los linfocitos auto
reactivos escapan al mecanismo de la tolerancia y son activados (Rioux and Abbas,
2005). Aunque los mecanismos por los cuales esto ocurre no son conocidos, las EAs
aparecen por la combinacion de factores genéticos y factores ambientales que en
combinacion traen como consecuencia defectos en los mecanismos

inmunoreguladores (Ermann y Fathman, 2001) (Figura 8).
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Figura 8. Enfermedades autoinmunes. Las enfermedades autoinmunes surgen de
una combinacion de factores genéticos y ambientales que en combinacion traen
como consecuencia defectos en los mecanismos inmunoreguladores, (Tomado de:

Ermann y Fathman, Nat Immunol 2001).



Procesos patogénicos que conducen a las enfermedades autoinmunes.

La progresion hacia la EA depende de la pérdida de sensibilidad a las sefales
negativas por parte de las células autoinmunes. Estas sefales inhibitorias son
transmitidas a través de las moléculas CTLA-4, los receptores de alta afinidad para la
IL-2, requeridos para el equilibrio entre proliferacion y muerte de las células T
activadas, o los receptores inhibitorios para las moléculas MHC, que se expresan
también sobre las células T y pueden representar un mecanismo de la tolerancia
periférica frente a los autoantigenos (Andre et al, 1996; Karandikar et al, 1998). El
inicio de las EAs que dependen de la produccion de auto anticuerpos y depdsito de
inmunocomplejos, como el LES, esta relacionado con incrementos en el titulo,
aumentos de la afinidad y cambios en el isotipo de los autoanticuerpos, lo cual los
vuelve patogénicos (Hahn BH, 1998).

Las células autoinmunes comienzan a reclutarse en el 6rgano de choque
porque a causa de las estimulaciones inespecificas del sistema inmune incrementan
su potencial de asentamiento (homing), lo que les confiere mayor capacidad de
migrar al 6rgano blanco (Andre et al, 1996). Asi, una gran variedad de células
particulares o multiples tejidos pueden estar afectados como resultado de una

reaccion autoinmune.

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO UNA ENFERMEDAD COMPLEJA.

El LES fue descrito primero como una condicién dermatoldgica en 1833 y fue
por largo tiempo considerada como una “enfermedad del tejido conectivo”.
Actualmente LES es referida como una enfermedad heterogénea con gran variacion
en los sintomas y la expresion clinica, reflejando su compleja etiologia (OMIM
152700). ElI LES es una enfermedad autoinmune multisistémica compleja que resulta
de la interaccion de factores ambientales, hormonales y genéticos, (Lipsky P, 2001).
En los nifos, la forma de presentacion, la evolucidn clinica y los hallazgos
inmunoldgicos se difieren muy poco de lo observado en los adultos con LES (Font et
al. 1998).



LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO PEDIATRICO

Epidemiologia

El LESp representa alrededor del 15-20% de todos los pacientes afectados
con LES (Tucker et al., 1995; Font et al. 1998; Carrefio et al. 1999; Boon y McCurdy,
2002; Klein-Gitelman et al. 2002). Los pacientes pediatricos tienden a morir durante
la fase aguda de la enfermedad mientras que los pacientes adultos mueren debido a
complicaciones, tales como la falla renal, infecciones e infarto al miocardio (Benseler
et al. 2005).

El LESp es mas comun en el sexo femenino que en el masculino, con una
relacion femenino:masculino anterior a la pubertad de 3:1 y después de la pubertad
la relacidn llega a ser 9:1. (Lo et al. 1999; Brunner et al. 2002; Benseler et al. 2005).
La incidencia de la enfermedad varia en los diferentes grupos étnicos. En mujeres
caucasicas la incidencia de LES con inicio antes de los 19 afios de edad es entre 6 y
18.9 casos/100.000, mientras que en mujeres afroamericanas es de 20-30/100.000 y
en mujeres nativas de Puerto Rico es de 16-36.7/100.000 (Jiménez et al. 2003). El
diagnostico del LES no es comun antes de los 10 afios de edad y la edad promedio
de presentacion es 12.1 afnos (Lo et al. 1999; Brunner et al. 2002; Benseler et al.
2005).

Las secuelas y la mortalidad del LESp se asocian con varios factores de
riesgo: edad temprana al diagndstico, sexo masculino y raza no caucasica (afro
americana, asiatica e hispana) (Swaak et al. 1989; Lehman et al. 1989; Carrefio et al.
1999). En la poblacion afroamericana la afeccion renal y neuropsiquiatrica tiene
tendencia a ser mas grave (Vyas et al. 2002). Aunque el prondstico para el inicio del
LESp estd relacionado con la gravedad de la enfermedad en la presentacion
(Abeles et al. 1980). Los mas grandes riesgos para la morbilidad y mortalidad sigue
siendo el retraso en el diagndstico y tratamiento (Lehman et al. 1990; Wallace et al.
1981).

A pesar de la similitud en las opciones diagndsticas y terapéuticas en nifios y
adultos, existen aspectos especiales que se deben considerar en nifios y
adolescentes con LES; el LES pediatrico (LESp) interfiere de forma importante en la

adaptacion escolar, asi como en aspectos psicosociales, relacionados, entre otros,



con la apariencia fisica y el retraso del crecimiento en la poblacién pediatrica (Boon y
McCurdy et al. 2002; Klein-Gitelman et al. 2002).

Manifestaciones clinicas generales del LES.

Las caracteristicas clinicas y la afeccion de los diferentes 6rganos varian
dependiendo de la edad de presentacion, el sexo y el origen étnico. En general, los
nifios con LES desarrollan formas mas graves de la enfermedad con un curso clinico
mas agresivo en comparacion a los adultos con LES. La tasa de afeccion de los
diferentes érganos implicados en la enfermedad es también superior en nifios con
LES (Brunner et al 1999; Klein-Gitelman et al. 2002). Al inicio, el 40-90% de los nifios
se manifestaran con sintomas constitucionales (fiebre, cansancio o pérdida de peso),
el 20-82% con afeccion renal, el 20-74% con sintomas musculo esqueléticos, el 22-
74% con eritema malar, el 15-45% con linfadenopatias y el 15-74% con

visceromegalia (Bader-Meunier et al 2003; -2005).

Manifestaciones cutaneas

Se han descrito diversas manifestaciones cutdneas en nifios durante la
evolucion de la enfermedad, siendo las mas comunes: Ulceras orales (26-48%),
erupcion vasculitica (10-52%), fotosensibilidad (16-50%) y lesiones discoides (5-
19%) (Wananukul et al. 1998).

Manifestaciones musculo esqueléticas

La artritis ocurre en mas del 75% de los pacientes pediatricos con LES. Sus
manifestaciones clinicas pueden ser variables, habitualmente se presenta como una
poliartritis simétrica no erosiva muy dolorosa, que afecta a articulaciones grandes y
pequefias y rara vez se asocia con cambios radioldgicos. Ciertamente, la artritis
puede ser la unica manifestacion del LES y, aunque algunos pacientes son
inicialmente diagnosticados de artritis juvenil segun los criterios del American College
of Rheumatology (ACR), posteriormente cumplen los criterios diagndsticos clinicos y
serolégicos de LES (Benseler et al. 2005; Klein-Gitelman et al. 2002).



Alteraciones hematolégicas

Hasta el 39% de los nifios con LES desarrollan alteraciones hematoldgicas
durante el transcurso de la enfermedad, uno de los criterios diagndsticos de LES del
ACR (Tan et al. 1982; Schmugge et al. 2003). La trombocitopenia autoinmune es la
manifestacion inicial en el 15% de los casos pediatricos, aunque puede preceder en
varios afos a la aparicion de LES (Cervera et al. 1999). En el 27-52% de los casos
pediatricos se observa leucopenia, principalmente debido a la disminucion del
numero de linfocitos totales; la granulocitopenia también es comun (Tucker et
al.1995).

Manifestaciones cardiacas

La afeccion cardiaca en el LESp es similar a la de adultos con LES. Las
formas principales son cuatro: pericarditis (la forma mas comun), miocarditis,
enfermedad valvular y enfermedad coronaria secundaria a arteritis coronaria o
aterosclerosis (Guevara et al. 2001).
Esta afeccion en los pacientes con LESp se reconoce hoy en dia como una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en esta poblacién. Los nifios con LES
presentan tasas mucho mayores de enfermedad coronaria que la poblacién control.
Este aumento en la incidencia de enfermedad coronaria se explica en parte por el
incremento en los factores de riesgo cardiacos convencionales (Posadas-Romero et
al. 2004).

Manifestaciones neuropsiquiatricas

Las manifestaciones neuropsiquiatricas del LES (MNP) se encuentran en el
20-45% de nifios y adolescentes y constituye la tercera causa de mortalidad en esta
poblacion (Arkachaisri et al. 1999). A diferencia de otras manifestaciones de la
enfermedad, existe afeccidon del sistema nervioso central (SNC) entre el 75 y el 80%
de los pacientes durante el primer afo tras el diagndstico de LESp. Las MNPs son
diversas y varian desde hasta una disfuncion global del SNC con paralisis y
convulsiones, sintomas leves o focales como cefalea o pérdida de la memoria (Klein-
Gitelman et al 2002).



Afeccion pulmonar

En el LESp el rango de afectacion pulmonar es muy variable (5-77%) segun
las diferentes series publicadas hasta el momento (Trapani et al. 1998, Ciftci et al.
2004). Las formas mas frecuentes de afeccion pulmonar incluyen pleuritis (forma
mas comun), neumonitis, neumonia, neumotdrax, enfermedad intersticial difusa,
hipertension pulmonar y hemorragia pulmonar; complicacion infrecuente pero

potencialmente letal.

Afeccién renal

La afeccion renal no sélo representa la primera manifestacion de la
enfermedad en el 60-80% de pacientes con LESp (Bogdanovic et al. 2004), sino que
también determina el prondstico de los pacientes con LES. Aproximadamente el 80%
de los pacientes que desarrollan alteraciones renales presentaran las alteraciones
durante el primer afio de enfermedad (Bakkaloglu et al. 2001; Bogdanovic et al.
2004). Debido a que las manifestaciones clinicas no se correlacionan con los
hallazgos histolégicos, la biopsia renal es necesaria con el objetivo de establecer un
diagndstico preciso y decidir el tratamiento especifico. En 1982, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) clasificé la nefritis lUpica en seis categorias, basandose
en los hallazgos histolégicos (Tan et al. 1982). La neuropatia mas comun en el LESp
es el grado IV y es la que mas comunmente se asocia con el desarrollo de
enfermedad renal terminal o mortal.

Los episodios de exacerbacion de las alteraciones de la funcién renal son
comunes durante la evolucidn de la nefritis lupica y con frecuencia se detectan por
aumento de la proteinuria. El prondstico de la nefritis lupica ha mejorado en gran
medida en la ultima década. La tasa actual de supervivencia a los 5 afos para los
ninos afectados varia entre el 78 y el 92% (Yang et al. 1994), y la tasa de
supervivencia renal desde el momento del diagndstico oscila entre el 44 y el 93%
(Zappitelli et al. 2004).



DIAGNOSTICO

El diagndstico del LESp, esta basado bajo los mismos criterios que en los
adultos (Tan et al. 1982; Hochberg et al. 1997). La heterogeneidad de las
manifestaciones clinicas del lupus hace que sea un reto médico para su diagnoéstico,
debido a que no existe un sintoma o manifestacion patognomoénica para el
diagnéstico de la enfermedad, el ACR (American College of Rheumatology) ha
establecido criterios clinicos para la evaluacién inicial de los pacientes con sospecha
de lupus. Los criterios creados en 1982 y actualizadas en 1997 (tabla 1), combinan
11 criterios clinicos y de laboratorio que permiten realizar el diagnéstico de Lupus

cuando se cumplen al menos cuatro de los 11 criterios establecidos.

PATOGENESIS

La heterogeneidad de las manifestaciones clinicas en los pacientes con LES
probablemente refleja la complejidad de la patogénesis de la enfermedad. Esta
complejidad, sin embargo, ha comenzado a elucidarse con el descubrimiento que
otras células distintas a los linfocitos estan involucradas en el rompimiento de la
tolerancia que dirige la autoimunidad en LES. Aunque la patogenia del LES continta
incierta, la susceptibilidad a padecer esta enfermedad se atribuye a una combinacion

de factores ambientales, hormonales y genéticos.

Factores ambientales

Entre los factores ambientales asociados al desarrollo de lupus, el mas
conocido es la luz ultravioleta, la cual origina una erupcion cutanea fotosensible que
puede desencadenar una exacerbacion generalizada de la enfermedad (Mageed y
Prud’homme, 2003). Por otra parte cada vez existen mas evidencias de que algunas
infecciones, tales como la ocasionada por el virus de Epstein-Barr (VEB), podrian ser
las desencadenantes iniciales de las respuestas autoinmunitarias especificas del
LES. En nifios y adultos con LES, se ha descrito una incidencia elevada de infeccidn
por el VEB, titulos elevados de anticuerpos anti-VEB y una carga viral elevada
(James et al. 1997; Moon et al. 2004).



Tabla 1. Criterios de clasificacion del Lupus Eritematoso Sistémico.

. Eritema malar.

. Erupcién discoide.

. Fotosensibilidad.

. Ulceras orales

. Artritis

DA WIN|—~

. Serositis:
a) Pleuritis, dolor o derrame pleural.
b) Pericarditis

7. Alteraciones Renales:
a) Proteinuria mas de 0.5 g/ 24 h
b) Cilindros celulares: hemoglobina

8. Afectacion Neuroldgica:
a) Convulsiones
b) Psicosis

9. Alteraciones hematologicas:
a) Anemia hemolitica
b) Leucopenia
c) Linfopenia
d) Trombocitopenia.

10. Alteraciones inmunoldgicas:
a) Anticuerpos anti-ADN elevado
b) Anticuerpos anti-Smith
c) Anticuerpos anti-fosfolipidos

11. Anticuerpos antinucleares en valores elevados.




Alteraciones inmunolégicas

Se cree que una variedad de componentes del sistema inmune pueden
contribuir a la aparicion del LES. La funcién anormal de las células-T y la activacion
de células-B son evidentes en los pacientes con LES, resultando en el aumento del
numero de células productoras de anticuerpos y produccion de anticuerpos, asi como

formacion de complejos inmunes (figura 9) (Lipsky, 2001; Mok y Wong, 2003).

Linfocitos T

La linfopenia a expensas de linfocitos T es una caracteristica del LES: varios
estudios demuestran la reduccion de los linfocitos T CD8+, mientras que otros
estudios describen una reduccion en linfocitos T CD4+. También se han descrito
defectos funcionales, como una disminucién de la actividad citotoxica de los linfocitos
T CD8+ y una menor capacidad de controlar la produccién de autoanticuerpos por
los linfocitos B, (Kyttaris y Tsokos, 2004; Mageed y Prud'homme, 2003).

Linfocitos B y autoanticuerpos

El factor comun de las anomalias inmunes en el LES es la hiperactividad de
los linfocitos B, con la consecuente produccion de autoanticuerpos. Se piensa que
estos anticuerpos son la consecuencia tanto de una activacion policlonal de células B
como de una sintesis incrementada como respuesta a antigenos. Las razones que
tedricamente pueden explicar la hiperactividad de las células B son: a) un trastorno
intrinseco de los linfocitos B; b) aumento en la funcién de los linfocitos T

cooperadores y c) deficiente funcion de los linfocitos T supresores.

De los modelos murinos se desprende que la multiplicidad de autoanticuerpos
refleja mas un trastorno en la induccioén y/o el mantenimiento de la autotolerancia que
un defecto intrinseco de los linfocitos B 0 una hiperfuncién primaria de los linfocitos T
cooperadores. En cualquier caso, en el LES encontramos una sintesis aumentada de

inmunoglobulinas y anticuerpos, incluso contra antigenos propios.
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Figura 9. Patogénesis del LES. Se reconocen dos mecanismos claves, la funcion
anormal de las células-T y la activacién de células-B, conduciendo a la produccion de

auto anticuerpos, (Tomado y modificado de Marshall E. 2002).



El desarrollo de algunos de los autoanticuerpos, como los anticuerpos anti-
DNA de doble cadena, se correlaciona estrechamente con el inicio de la enfermedad
(Kyttaris y Tsokos, 2004), mientras que otros anticuerpos, como los antifosfolipidos
(AAF) y anti-Ro, pueden ser detectados meses o afios antes de la presentacion de
sintomas clinicos de LES (Arbuckle et al. 2003).

Estudios genéticos en individuos sanos han demostrado que los linfocitos B en
la médula ésea y los recientemente emigrados a sangre periférica expresan
anticuerpos auto reactivos. Sin embargo, la mayoria de los linfocitos B auto reactivos
son eliminados del repertorio de linfocitos B naive maduros en dos estadios de su
desarrollo (Wardemann et al. 2003). Estos puntos de control son defectuosos en los
pacientes con LES. El 25-50% de los linfocitos B naive de pacientes con LES
producen anticuerpos auto reactivos aun antes de su participacion en la respuesta
inmunoldgica contra antigenos externos, comparado con sélo un 5-20% en la

poblacién control (Yurasov et al. 2005).

Células dendriticas

Se ha observado que los pacientes producen un exceso de interferon alfa
(IFN-a), el cual induce la diferenciaciéon de monocitos CD14+ de sangre periférica en
células dendriticas maduras capaces de capturar células apoptéticas y presentar sus
antigenos a linfocitos T y B auto reactivos, lo que da lugar a una alteracién en la
tolerancia hacia estos antigenos (Blanco et al. 2001; Bennett et al. 2003). A pesar de
que solamente una fraccién de los pacientes con enfermedad activa presentan
valores elevados de IFN-a circulante, recientes analisis sobre la expresion global de
genes (microarreglos) han demostrado la presencia de genes inducidos por el IFN-a
en las células sanguineas mononucleares de los pacientes con LESp (Bennett et al.
2003).

Apoptosis
Una caracteristica comun de los autoantigenos del LES es que estan

expuestos en la superficie de las células apoptdticas (Casciola-Rosen et al. 1994),



donde pueden ser detectados por el sistema inmune. Existen evidencias recientes de
que los cuerpos apoptoticos son eliminados en condiciones normales por las células
dendriticas inmaduras y presentados para inducir tolerancia en linfocitos T (Steinman
et al. 2003). La deficiente eliminacion de células apoptéticas podria proporcionar una
carga excesiva de antigenos nucleares a las células dendriticas maduras,
extremadamente inmundgenicas y como consecuencia estos antigenos serian
presentados a los linfocitos T, facilitando la pérdida de tolerancia y el desarrollo de
LES. Otros factores vinculados a la patogénesis del LES y que podrian ejercer un
efecto sobre la apoptosis estan representados por los estrégenos, la radiacion

ultravioleta y las infecciones.

Factores genéticos

Los datos epidemioldgicos, la fuerte agregacién familiar del LES (10-16%) y la
tasa de concordancia de la enfermedad en gemelos sugieren la existencia de
factores genéticos que predisponen al desarrollo de LES. Los hermanos de pacientes
con LES tienen un riesgo relativo aumentado de desarrollar la enfermedad
comparado con la poblacién general (lamdas=25) (Hochberg MC, 1987) y los
gemelos monocigéticos tienen un aumento en la concordancia (24-57%) comparado
con gemelos dicigoticos y otros hermanos (2-5%) (Deapen et al. 1992). Aun mas, la
heredabilidad (fraccion de la enfermedad que puede ser atribuida a los genes),
estimada para esta entidad es del 66% (Tsao BP, 2002). A través de estudios
genéticos y de asociacion, mas de 80 loci se han asociado con la patogenia del LES
y se han sugerido varios genes candidato involucrados en el desarrollo de la
enfermedad, tales como los receptores Fc-gama y el antigeno Leucocitario Humano
(HLA) (Sestak et al. 2005).



ESTUDIOS DE LIGAMIENTO EN LES

Hasta la fecha, el analisis del genoma en varias enfermedades ha revelado
varios loci de susceptibilidad, pero hasta ahora no muchos genes candidato han sido
propuestos. Por otro lado, también ha sido dificil confirmar los estudios que revelan
los loci de susceptibilidad y ha habido resultados poco alentadores derivados de
estudios en otras enfermedades autoinmunes, tales como la Esclerosis Multiple y la
Diabetes Mellitus.

Sin embargo, existen algunos hechos prometedores concernientes a la
busqueda de genes de susceptibilidad para LES. Primero, en los analisis del genoma
iniciales varios loci muestran ligamiento significativo, indicando que existen al menos
algunos genes con un impacto en la susceptibilidad a la enfermedad que serian
posible detectarlos, usando una estrategia de analisis de ligamiento. Segundo, varios
loci de susceptibilidad en humanos son homdlogos a regiones encontradas en
modelos de ratén para LES, aunque los genes que confieren el riesgo en humanos,
pueden no ser los mismos en el ratén. Tercero, en LES la region del MHC ha
mostrado un efecto similar a otros loci de susceptibilidad, a diferencia de otras
enfermedades autoimunes, donde éste se encuentra fuertemente asociado de tal
manera que opaca las sefales de otros loci.

En los ultimos afos se han realizado, varios analisis del genoma completo en
LES (Moser et al.,, 1998; Tsao et al. 1997; Shai et al. 1999; Gaffney et al. 2000;
Lindgvist et al. 2000) y se han identificado alrededor de 60 loci potenciales de
susceptibilidad. Las estrategias y disefios de estudios pueden variar asi como el
origen étnico de las familias involucrados en los estudios (Wong y Tsao, 2006). De
todos los loci identificados, sélo ocho muestran un LOD score >3.3 y han sido

confirmados independientemente (Harley et al. 2006, Sestack et al 2007) (Tabla 2).



Tabla 2. Estudios de ligamiento en LES .

Localizacion LOD score Poblacion® Gen candidato®
1923 4.0 AA yE FCGRIIA/IIIA
1931-32 3.8 EyHI ?
1941-42 3.3 E, AAy OR PARP, TLR5
2q37 4.2 EyHI PDCD1
4p16 3.8 E ?
6p21-p12 4.2 E HLA-DR
11p13 34 AA ?
12q24 3.3 HI ?
16q12-13 3.4 EA NOD2/CARD15/0AZ

2 Las poblaciones estudiadas son derivadas de Europeos (E), Afro-americanos (AA),

Asiaticos del Este (OR) e Hispanos (HI).

® El signo “?” indica que no existe un fuerte gen candidato para el efecto genético en

el intervalo de ligamiento.



GENES CANDIDATO EN LES

Durante la ultima década se han propuesto varios genes candidato para LES,
debido a su participacion en los procesos inmunoldgicos y/o por su posicion en la
regiones de susceptibilidad ligadas para LES. Los resultados de diferentes estudios
de asociacion sugieren una extensa heterogeneidad genética y una posible
interaccion epistatica entre los multiples genes involucrados en la susceptibilidad de
la enfermedad.

Aunque se ha reportado que algunos genes juegan un papel en la
susceptibilidad al LES en multiples estudios y en mas de una poblacién, estos genes
no siempre han sido replicados en otras poblaciones. De hecho, aun dentro del
mismo grupo étnico los resultados han sido discordantes. La disparidad en estos
resultados puede ser en parte atribuida a factores confusores tales como la
estratificacion de la poblacion, ausencia de controles apropiados, tamafios de
muestra pequefios y la presencia de genes que brindan soélo contribuciones
genéticas menores.

Actualmente, se han reportado 115 loci genéticos asociados con LES, sin
embargo, existen reportes contradictorios para 56 de éstos. Desde luego, muchos de
estos reportes contradictorios fueron realizados en pacientes de grupos étnicos
diferentes, lo que significa que ambos informes pueden ser correctos y solamente
pueden indicar la especificidad étnica para un gen. Existen también 71 genes
reportados para los cuales solo un estudio se ha publicado hasta la fecha. Dentro de
éstos, 39 analisis son positivos y 32 son negativos, es decir, existen tanto
asociaciones fuertes en cohortes grandes (que son generalmente mas fiables) como
débiles en poblaciones pequenas aisladas. Por lo anterior, se requiere confirmar
cudles de estas asociaciones son consistentes y para ello debe considerarse el
tamano de la muestra, el origen étnico y numero de SNPs estudiados. Se cree
actualmente que de 20-40 genes tienen variantes que juegan un papel en el riesgo
de LES. Por consiguiente, aunque la mayoria de los factores de riesgo genético para
LES pueden estar en esta lista de los 115 loci mencionados, todavia no se sabe

cuales son realmente importantes.



No obstante, existen varias asociaciones fuertes que incluyen componentes de
la cascada del complemento, los receptores FCGRs, genes en la region del HLA y
varios genes que se han implicado en la regulacion inmune, como se enlista en la
tabla 3. Sin embargo, estos genes no son suficientes ni necesarios para explicar la
susceptibilidad al LES, por lo que se requiere de estudios adicionales para sustentar

su implicacioén en el desarrollo de esta patologia (Sestak et al. 2007).



Tabla 3. Genes candidato en LES.

Localizacion

Gen . OR Poblacién

cromosémica
PTPN22 1p13 ~1.6 Europeos
FCGR2A, R131 1923 ~1.3 Afro-americanos, Europeos
FCGR3A, F176 1923 ~1.6 Europeos, Coreanos
FCRL3 1923 1.3 Asiaticos, Espafoles
IL10 1932 1.4 Europeos, Asiaticos.
CTLA4 +49G 2q33.2 1.3 Europeos, Asiaticos
PDCD1 2q37 2.6 Europeos, Asiaticos
DR3 6p21 ~3 Europeos, Afro-americanos, Hispanos
DR2 6p21 1.5-4 Europeos, Asiaticos, Afro-americanos
TNF-alfa -308 6p21 4 Europeos, Asiaticos, Afro-americanos
IRF5 7932 1.6 Nérdicos, Europeos, Hispanos
MBL 10922 1.4 Europeos, Asiaticos, Afro-americanos
TYK2 19p13 1.6 Nordicos, Europeos.

OR=0dds ratio: riesgo relativo.



JUSTIFICACION

El LES es el prototipo de las enfermedades autoinmunes, cuyo costo socio-
econdmico hace indispensable conocer los factores que participan en su etiologia
para entender su patogénesis y mejorar las estrategias preventivas, de diagndstico y
de tratamiento. En esta enfermedad genética compleja se encuentran involucrados
multiples genes y sus variantes y se manifiesta con un amplio intervalo de fenotipos.

Aunado a esto, el gran numero de genes que ha mostrado un posible papel en
la etiopatogenia del LES del adulto, apoya la hipotesis de que en este padecimiento
existe una gran heterogeneidad genética y que esta varia entre los diferentes grupos
étnicos, por lo que los genes candidatos deben ser estudiados con detalle en cada
una de las poblaciones. Por otra parte, es posible que el componente genético sea
mayor en aquellos individuos donde la enfermedad se manifiesta a una edad mas
temprana, por lo que la poblacion pediatrica puede representar la muestra ideal para
el estudio de los factores genéticos implicados en LES. A la fecha existen sélo dos
estudios en nifios para identificar genes de susceptibilidad para LES y los resultados
son contradictorios.

En esta tesis, se identificaron polimorfismos asociados con la susceptibilidad
al desarrollo del LES en poblacion pediatrica mexicana, en genes que han mostrado
asociacion en otras poblaciones afectadas con LES y/o en regiones que han
mostrado ligamiento con LES humano. Los resultados generados nos permitiran
contribuir al conocimiento de los factores genéticos involucrados en la etiopatogenia
de esta enfermedad, tendran aplicacion potencial en la prevencion, diagndstico y
tratamiento del LES y sentaran las bases para el estudio de otras entidades

multifactoriales comunes en nuestro medio.



OBJETIVO GENERAL
Determinar si polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) localizados en

genes candidatos se encuentran asociados a la susceptibilidad para

desarrollar LES en pacientes pediatricos mexicanos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar la frecuencia de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPSs)
en genes candidatos, en una muestra de individuos sanos y en
pacientes con LES.

2. Determinar si polimorfismos localizados en genes involucrados en la
respuesta inmune e inflamatoria se encuentran asociados a la
susceptibilidad para desarrollar LES en pacientes pediatricos.

3. Determinar si existen diferencias entre los polimorfismos asociados a
LES en otras poblaciones con los encontrados en el presente estudio.

4. Establecer si existe correlacion entre los polimorfismos estudiados y las

manifestaciones clinicas.

HIPOTESIS

Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) localizados en genes candidatos
involucrados en la respuesta inmune e inflamatoria, se encuentran asociados a la

gravedad y susceptibilidad para desarrollar LES en pacientes pediatricos mexicanos.

CLASIFICACION DE LA INVESTIGACION

Estudio multicéntrico de casos y controles, transversal, prospectivo Yy
comparativo.



MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio

Criterios de inclusién.

Se incluyeron en el estudio pacientes mexicanos con diagndstico de LES de
inicio antes del los 16 afos de edad, que cumplieron con al menos 4 de los 11
criterios de la clasificacion establecida por la ACR [Tan y cols., 1982, Hochberg MC,
1997]. Las muestras fueron obtenidas de los pacientes y de los familiares que
aceptaron firmar la carta de consentimiento informado (anexo 1).

Se incluyeron también controles sanos sin antecedentes de enfermedades
autoinmunes (determinado mediante la aplicacion de un cuestionario), pareados por
origen geografico. Todos los individuos fueron mestizos-mexicanos. Se consideraron
como mestizos-mexicanos, aquellos individuos quienes sus dos Uultimas
generaciones nacieron en México y que no refirieron antecedentes extranjeros. Dado
que el genoma no cambia con la edad, se seleccionaron como controles individuos
mayores de 18 afios para asegurar que no hayan desarrollado LES durante la

infancia.

Criterios de exclusion
Pacientes con cualquier otra enfermedad crénica concomitante.
Se excluyeron en forma temporal a los pacientes transfundidos en los ultimos

tres meses.

Calculo del tamano de la muestra.
Para el calculo de la muestra se tomd en consideracion:

* Las frecuencias alélicas previamente reportadas de los SNPs en los genes
seleccionados.

» El valor de la prevalencia de la enfermedad en la poblacion (Kp), debido a que
no existen datos de prevalencia de LES en la poblacion mexicana, se tomo el
valor reportado en la poblacidon brasilefia que es del 0.01%, que es una de las

mas bajas reportadas a nivel mundial (Senna et al. 2004).



» El poder deseado es del 80% con un nivel de significancia de 0.05, con una
hipotesis alternativa de 2-colas.

» Se utilizdé un intervalo de valores de riesgo relativo, que abarca los descritos
para los SNP a analizar, para detectar o descartar una asociacion con los
mismos odds ratios detectada en estudios previos (odds ratio de 1.5 a 3.0).

» Se utilizdé un limite de confianza del 95% (1-alfa= 95%), en el contexto de
estimar un rango de valores (calculado en la muestra) en el cual se encuentra
el verdadero valor del parametro, con una probabilidad determinada.

 El calculo de la muestra se realizé con el programa QUANTO v1.0

http://hydra.usc.edu/gxe; el célculo da wun valor de 192 pacientes y 192

controles, para el estudio.

Muestras
A todos los pacientes, a sus padres y a los controles se les extrajo de 5-10 ml

de sangre periférica usando EDTA como anticoagulante.

ANALISIS MOLECULAR

Extraccion de DNA

La extraccion del DNA gendmico se realizd a partir de leucocitos de sangre
periférica utilizando la técnica convencional de fenol-cloroformo y precipitacion con
etanol (Blin y cols, 1976). Alternativamente la extraccion del DNA se realizé utilizando
el Kit PUREGENE (Gentra Systems, USA) o el Kit QlAamp DNA Blood Midi/Maxi
(QIAGEN, USA). La integridad del DNA fue verificada en un gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio. EI DNA obtenido se cuantificé por espectrofotometria,
en un Equipo Nano Drop ND-1000 ( Nano Drop, USA).



Genotipificacion de SNPs en genes candidatos

Se seleccionaron al menos 20 SNPs que mostraron asociacién en otras
poblaciones afectadas con LES. Estos SNPs han sido descritos en genes candidato
contenidos principalmente en las regiones que han mostrado ligamiento con LES en
el humano (tabla 4). Los SNPs fueron caracterizados por el método fluorescente de

5" exonucleasa (Tagman) [Holland et al. 1991].

Método fluorescente de 5’ exonucleasa (TagMan)

Para cada ensayo de discriminacion alélica se disefiaron 2 sondas especificas
marcadas en el extremo 5’ con fluorocromos diferentes, VIC para el alelo 1 y FAM
para el alelo 2, ademas ambas sondas contenian en el extremo 3’ un “quencher”
(TAMRA) el cual mientras la sonda permanece intacta, inhibe la emisién de
fluorescencia. Durante la reacciéon de PCR los primers hibridan con una secuencia
especifica del templado de DNA. Si éste contiene la secuencia polimérfica, la sonda
de TagMan también hibrida con su secuencia homodloga. Durante la PCR, la
AmpliTaq Gold, que tiene actividad tanto de DNA polimerasa como de exonucleasa
5-3’, es capaz de digerir la sonda marcada durante la amplificacion y liberar el
colorante fluorescente de la accion del “quencher”’, de tal manera que dadas las
condiciones de astringencia utilizada durante la reaccioén, sélo la sonda especifica
para el polimorfismo presente sera capaz de hibridar. Por lo tanto, fue posible

diferenciar un alelo del otro con base en el tipo de fluorescencia emitida.

Disefo de oligonucleétidos y sondas especificas.
Los oligonucleédtidos y las sondas fueron disefiadas con el software Primer

Express v2.0 (Applyed Biosystems, Foster City, CA).

Analisis de secuenciacion

Para validar el analisis de discriminacion alélica, se secuenciaron al azar
pacientes y controles con un genotipo determinado, en un secuenciador automatico
ABI 3730XL (Applied Biosystems, Foster city, CA).



Tabla 4. SNPs analizados en este estudio.

Gen Localizacién SNP
PTPN22 1p13.3-p13.1 1858C/T
FCGR2A 1923 131R/H
FCGR3A 1923 176 F/V

IL-10 1931-932 -1082G/A

-819C/T
-592C/A
PDCD1 2q37.3 PD1.1G/A
PD1.3G/A
PD1.5C/T
PD1.6G/A
TNF-a 6p21.3 -238A/G
-308A/G

IRF5 7932 -3835 C/A

IL-6 7p21 -174G/C
RANTES 17911.2 -28 C/G

-403 G/A
MCP1 17911.2 -2518 G/A
MIF 22911.2 -173 G/C

UBICACION DEL ESTUDIO.

Los pacientes fueron reclutados, en el Departamento de Reumatologia e
Inmunologia del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional S-XXI, Servicio de

Inmunologia del Instituto Nacional de Pediatria, Departamento de Reumatologia



Pediatrica del Centro Médico “La Raza” y el Departamento de Medicina Interna del
Hospital Infantil de México. El estudio molecular se realizé en el Instituto Nacional de

Medicina Gendmica de la Secretaria de Salud.

ANALISIS ESTADISTICO

El equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) fue analizado usando el programa

FINETTI http://ihg.gsg-de/cgi-bin/hw/hwal/pl. Las frecuencias genotipicas y alélicas
de todas las variantes genéticas fueron reportadas en porcentajes. El analisis
estadistico para comparar las distribuciones genotipicas y alélicas se realizd
utilizando la prueba de X2. La razén de momios (OR) y los intervalos de confianza del
95% (CI) fueron calculados de acuerdo al método de Woolf's. El software que se
utilizé fue el programa Statcalc (Epi Info 2005; Centers for disease Control and
prevention, Atlanta, Georgia, USA) y para la validacion de los resultados se utilizo el
programa SISA (Simple Interactive Statistical Analysis).

Los valores de probabilidad (P) menor de 0.05 fueron considerados
significativos. Los valores de P sin corregir son presentados para cada uno de los
SNPs. Los SNPs fueron analizados en forma independiente y como haplotipos que
fueron construidos con el programa Haploview 3.32.

El analisis de asociacién en familias se analizé6 mediante la prueba de TDT
implementado en el programa Haploview 3.32 y en aquellas familias que estaban
incompletas se utilizé el programa FBAT (Family Based Association Testing Software
v1.7.2)

Para el analisis de la medida de desequilibrio de ligamiento (LD) se utilizaron
los dos métodos mas comunes para determinar la extensién del LD: el coeficiente de
Lewontin’s (D) y el coeficiente de correlacion (r?), el analisis fue realizado con el

algoritmo de Gabriel et al. 2002, implementado en el software Haploview 3.32.

RESULTADOS
Poblaciéon de estudio.
En esta tesis se analizaron 250 pacientes con un diagnéstico clinico de LES,

reclutados de cuatro hospitales pediatricos de tercer nivel del Distrito Federal. El



inicio de la enfermedad en todos los pacientes fue antes de los 16 afios de edad y
todos cumplieron al menos 4 de los 11 criterios establecidos por el Colegio
Americano de Reumatologia (Tan et al. 1982; Hochberg et al. 1997). Cada paciente
fue evaluado por un médico reumatologo, nefrélogo o inmundlogo quién llené la hoja
de captacion de datos (anexo 2).

De estos, 214 pacientes fueron del sexo femenino (85.6%) y 36 fueron
pacientes masculinos (14.4%), con una edad promedio del inicio de la enfermedad
de 11.62 + 2.46 afnos en el grupo total (figura 10). Ademas, se incluyeron 355
individuos adultos del banco de sangre del Instituto Nacional de Pediatria, como
controles sanos mestizos-mexicanos, consistiendo de 305 mujeres sanas (86%) y 50
individuos masculinos (14%), (figura 11).

Respecto a la presentacion de las manifestaciones clinicas, la edad promedio
al diagndstico de la enfermedad fue 13.2 + 2.3 (tabla 5). La relacion de géneros fue
mas alta en los pacientes mexicanos, con una relacion 7:1 femenino:masculino, ésta
relacion fue mas alta que lo reportado por un estudio multicéntrico francés (4.5:1)
(Bader-Meunier et al. 2005). La enfermedad renal se presentdé en 155 pacientes
(62%), esta frecuencia también fue mas alta que lo observado en el estudio francés
(50%). Por otro lado, 84 pacientes de los 155 (54.1%) a los que se les realiz6 biopsia
renal tienen la histologia clase II-IV de la clasificacion de la WHO, 17 (11%) fueron
clasificados como clase Il y solo 4 individuos (2.6%) se clasificaron como clase V-VI.
La afeccidn al sistema nervioso central fue observado en 45 pacientes (18%) y no fue
muy diferente de los observado por Bader-Meunier et al. 2005, (17%).

El analisis de asociacion de los casos y controles reveld cuatro genes
involucrados en el desarrollo de esta patologia (TNF-a , PTPN22, PDCD1 e IRFS).
La mayoria de los resultados de esta tesis ya han sido publicados en revistas
internacionales, los articulos se anexan la final; por lo que sélo se describen los

resultados no publicados.
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Figura 10. Distribucion por género de los pacientes.
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Distribucion por género de los controles.




Tabla 5. Analisis comparativo de las manifestaciones clinicas en pacientes

mexicanos y de pacientes franceses.

Presente estudio

EMM? EMF®
No. Pacientes 250 155
Edad de inicio 11.6 +2.46 11.5£25
Edad al Diagnéstico 13.2+£2.37 T
Relacion sexo 7:1 4.51
Nefritis 62% 50%
Biopsia Renal lll-IV* 54.1% 60%
Sistema Nervioso 18% 17%

Central

a Estudio Multicéntrico Mexicano
b Estudio Multicéntrico Francés.

* Estadios de gravedad.



Polimorfismos del factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a).

La tabla 6 muestra la distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas de
los polimorfismos -308 y -238 localizados en la region del promotor del gen TNF-a,
en pacientes pediatricos mexicanos y controles sanos.

En ambos grupos, los genotipos mas comunes fueron el TNF -308G/G vy el
TNF -238G/G. La distribucion de los genotipos revel6 asociacion del TNF-a con
LESp, mostrando una frecuencia mas alta del genotipo TNF-308 G/A en el grupo de
pacientes en comparacion con los controles sanos (12.8% versus 5.0%, P=0.00021;
OR=2.96 CI=1.65-5.31) y una mayor frecuencia del alelo TNF-308A en el grupo de
pacientes (6.7% versus 2.4%, P=0.00013; OR=2.96 CI=1.65-5.31). Por otra parte,
no se observaron diferencias significativas en la distribucién de las frecuencias
genotipicas y alélicas del polimorfismo TNF-238, cuando comparamos el grupo de
pacientes con los controles sanos. Cuando estratificamos la muestra por sexo
observamos un ligero incremento en la frecuencia del alelo TNF-308A en el grupo de
pacientes femeninos comparado con el grupo control (P= 0.0001; OR=3.30; Cl=1.74-

6.37), (datos no mostrados).

Estos resultados difieren de un estudio previo realizado en pacientes adultos
mexicanos, donde Zuniga et al. (2005) muestran evidencias de que el alelo TNF-
238A se encuentra asociado con LES en los pacientes adultos. Un punto a resaltar,
es que las frecuencias observadas en los pacientes adultos para el alelo TNF-308A
no difieren significativamente de lo observado en este estudio, tanto en casos

(pediatricos 6.7% versus adultos 7.8%), como en controles (2.4 versus 2.7%).



Tabla 6. Distribucién de los genotipos y alelos de los SNPs localizados

en el promotor del gen TNF-a.

TNsFr‘f:os (n=3L2E7?654) &2;‘;7'7?%3 P OR (95% CI)
GG 284 (86.8) 321 (95.0) GG vs GA 0.00021 2.96 (1.65-5.31)
GA 42 (12.8) 16 (5.0) GG vs AA NS NS
AA 1(04) 0 (0) GGvs GA +AA 0.00014 3.03 (1.67-5.51)
G 610 (93.3) 658 (97.6)

A 446.7) 16 (2.4) 0.00013 2.96 (1.65-5.31)
TNF238  (n=328/656) (345/690)

GG 297 (90.5) 313 (90.7) GG vs GA 094  ND

GA 30(9.1) 31(8.9) GG vs AA 097  ND

AA 104) 1 (0.4) GGvs GA+AA 093  ND

G 624 (95) 657 (95.2)

A 32(5.0) 33 (4.8) 093  1.02(0.62-1.68)

ND- no determinado

NS- no significativo



Asociacion del gen de la proteina tirosina fosfatasa 22 (PTPN22).

Articulo 1: Baca V, Velazquez-Cruz R, et al. Association analysis of the PTPN22 gene
in childhood-onset systemic lupus erythematosus in Mexican population. Genes and
Immunity 2006; 7: 693— 695.

Un hallazgo interesante que se describe en el articulo 1, es que la frecuencia
del alelo PTPN22 1858T en nuestro grupo de pacientes fue significativamente mas
baja (3.4%) que lo reportado en pacientes espafioles (Orozco et al. 2005), suecos
(Reddy et al. 2005), colombianos (Gémez et al. 2005) y europeo-americanos con
LES (Kiogoku et al. 2004), (rango: 9.8-16.5%). Sin embargo, la asociacion del alelo
T con la susceptibilidad al LES de inicio temprano en pacientes mexicanos fue mas
fuerte (OR 3.09, 95% CI 1.32-7.21) que lo reportado en estudios anteriores que
incluyeron principalmente pacientes adultos con LES (ORs en un intervalo de 1.42 a
2.56) (figura 12)( Ye et al. 2007).
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Figura 12: Comparacion de los ORs para el SNP 1858C/T del gen PTPN22, en
poblaciones con LES. Como se puede observar, el OR mas alto reportado hasta la

fecha con LES, es de la poblacién pediatrica mexicana.



Analisis de los polimorfismos del gen 1 de muerte celular programada
(PDCD1).

Articulo 2: Velazquez-Cruz R, Orozco L, et al. Association of PDCD1 polymorphisms
with childhood-onset systemic lupus erythematosus. Eur J Hum Genet. 2007; 15:336-
41.

En el articulo 2 se describe un estudio de asociaciéon basado en casos y
controles realizado en una cohorte de 250 nifios con LES; donde se analizaron los
SNPs previamente descritos por Prokunina et al. 2002. Sélo el SNP PD1.3A, mostro
asociacion significativa con la enfermedad. La frecuencia del alelo PD1.3A fue de
5.2% en los pacientes con LES mientras que en controles fue del 2% (P=0.0019,
OR, 2.73, 95% CIl 1.41-5.28). La frecuencia observada en nuestra poblacion es la
mas baja reportada hasta la fecha para este SNP, (Prokunina et al. 2002; Ferreiros-
Vidal et al. 2004 Nielsen et al. 2004; Johansson et al. 2005; Ferreiros-Vidal et al.
2005 ), (figura 13).
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Figura 13. Distribuciéon de las frecuencias del SNP PD1.3A del gen PDCD1 en
pacientes con LES. Este es el unico estudio reportado en nifilos, como se puede

observar la frecuencia de la poblacién pediatrica es de las mas bajas reportadas.



Analisis del gen del factor regulador del interferon 5 (IRF5).

Articulo 3: Reddy PL, Velazquez-Cruz R, Baca V, et al. Genetic Association of IRF5
with SLE in Mexicans: High Frequency of the Risk Haplotype and its Homozygozity
than Europeans. Human Genetics 2007; 121:721-27.

En el articulo 3, se describen los resultados obtenidos del analisis de
asociacion del gen IRF5 con pacientes mexicanos con LES tanto adultos como
pediatricos y se describen los datos por separado de ambos grupos. Se ha descrito
que los pacientes mexicanos afectados con LES tienen una enfermedad mas grave,
con una alta frecuencia de recaidas y una edad de inicio mas temprana que las
mujeres europeas (Calvo-Alen et al. 2003; Pons-Estel. 2004). Dado lo anterior, en
esta tesis se analiz6é un grupo de casos y controles de la poblacion mestiza-mexicana
combinado con un estudio de asociacion basado en familias (trios de pacientes
pediatricos y adultos), para los SNPs funcionales descritos en el gen IRF5 (Graham
et al. 2006, Kozyrev et al. 2007).

En un primer analisis se compararon las frecuencias entre los controles
europeos y mexicanos asi como con un grupo de mazatecos. Las frecuencias de los
alelos de riesgo para los SNPs rs2004640 y rs10954213 fueron significativamente
mas bajos en mexicanos comparados con los controles europeos (P=0.0008 y
P=0.00003, respectivamente), mientras que para el SNP rs2070197, fueron
significativamente mas altas (P=1.76x10"") (datos no mostrados). Las frecuencias de
los alelos de riesgo del rs2004640 fueron similares entre grupos mientras que la
frecuencia del rs10954213 fue mas baja en el grupo de mazatecos. Interesantemente
la del alelo de riesgo del rs2070197 fue significativamente mas alta en los

mazatecos, que la observada en los controles europeos y mexicanos (tabla 7).



Tabla 7. Frecuencias alélicas de los SNPs del gen IRF5 en poblacién Europea,

Mestizos-Mexicanos e Indios Mexicanos Mazatecos.

SNP Alelo de Frecuencia Frecuencia Frecuencia
Riesgo Europeos Mexicanos Mazatecos
rs2004640 T 0.51 0.428 0.44
rs2070197 C 0.09 0.201 0.31
rs10954213 A 0.60 0.511 0.38
Genotipo de Riesgo
rs2004640 TT 0.26 0.198 0.183
rs2070197 CcC 0.007 0.04 0.065
TC 0.179 0.323 0.483
rs10954213 AA 0.38 0.248 0.182
Haplotipo
TCA 0.102 0.200
GTG 0.33 0.459
GTA 0.147 0.113
TTA 0.363 0.198




El analisis de los casos pediatricos con LES (tabla 8) mostraron que el alelo T
del rs2004640 estuvo fuertemente asociado con la enfermedad (61% en casos
versus 42% en controles, P=7.55x107°), sin embargo la asociacién mas fuerte fue
observada con el SNP rs2070197 (P=5.51x10%). Este SNP no es funcional, pero
refleja principalmente el haplotipo de riesgo de la enfermedad y es por lo tanto, un
excelente marcador. El haplotipo de riesgo tiene una frecuencia de alrededor de 15%
en europeos (Kozyrev et al, 2007).

Por otra parte, en contraste a lo previamente reportado, el SNP rs10954213
estuvo fuertemente asociado con LES en el grupo de pacientes adultos (P=3.84 x10-
8), aunque un poco mas débil que el rs2004640 y el rs2070197 (tabla 8). En general,
los resultados fueron similares entre los pacientes pediatricos y adultos. La presencia
del alelo de riesgo del rs2070197 tiene un OR de 3.19 (95% CI 2.50-4.08) mientras
que en los europeos, éste es apenas del 1.67 (Kozyrev et al, 2007).

El haplotipo de riesgo reportado en los europeos, también fue observado en
los casos adultos y pediatricos mexicanos, sin embargo el haplotipo de riesgo TCA
tiene frecuencias alélicas significativamente mas altas en los mexicanos que en los
europeos (42% versus 15%). Ademas, el haplotipo opuesto GTG mostré asociacion
con una fuerte proteccion en pacientes adultos y pediatricos (P=3.56 x 107 y P=9.3 x
10, respectivamente).

Adicionalmente, para confirmar la asociacion genética y las frecuencias de los
haplotipos, se analizé un grupo de familias utilizando la prueba de TDT. Se incluyé
un grupo independiente de pacientes adultos con LES y sus familias disponibles (58
trios completos y 93 con sélo un pariente), asi como 151 familias con pacientes
pediatricos. Los resultados del analisis confirmaron la asociacion genética y la
presencia del mismo haplotipo de riesgo en las familias de los casos pediatricos y
adultos con LES, aunque debido al bajo poder estadistico de la prueba (dado por el
tamano pequefo de la muestra), la asociacién genética fue un poco mas débil (tabla
9). Lo anterior, confirma que la asociacion genética y las frecuencias mas altas de los
alelos de riesgo observadas en el estudio de casos y controles, no son debidas a la

estratificacion de la poblacion.



Tabla 8. Frecuencias alélicas y de haplotipos del gen IRF5 de pacientes con

LES y controles sanos mexicanos.

SNP Alelo de Frecuencia Frecuencia Chi Valor P
riesgo  Adultos LES Controles Square
rs2004640 T 0.632 0.428 37.1316 1.0x10°
rs2070197 C 0.427 0.201 54.733 1.38x10"
rs10954213 A 0.693 0.511 30.224 3.84x10®
Haplotipo
TCA 0.423 0.200 54.097 1.908x107
GTG 0.293 0.459 25915  3.567x107
GTA 0.071 0.113 4474 0.03
TTA 0.194 0.198 0.015 0.9011
TG 0.015 0.027 1.647 0.1994
SNP Alelo de Frecuencia Frecuencia Chi Valor P
riesgo Pediatricos Controles Square
LES
rs2004640 T 0.612 0.428 37.873 7.55x107°
rs2070197 C 0.459 0.201 83.784 5.51x10%
rs10954213 A 0.652 0.511 22.748 1.84x10°
Haplotipo
TCA 0.448 0.200 79.292 5.35x10"°
GTG 0.33 0.459 19.637 9.36x10°
GTA 0.055 0.113 12.594 0.0004
TTA 0.143 0.198 5.896 0.0152
TTG 0.015 0.027 2.044 0.1528




Tabla 9. Transmisién de los alelos y de haplotipos de los SNPs del gen IRF5 en

familias mexicanas.

‘el Chi Valor P Valor P
SNP Pediatricos LES Square Haploview FBAT
T U
rs2004640 88 57 6.628 0.01 0.01
rs2070197 99 54 13.235 0.0003 0.0002
rs10954213 80 60 2.857 0.091 0.10
Haplotipo
TCA 99 47 1 18.458  1.7x10° 0.000084
GTG 58.8 77.5 2.551 0.11 0.11
GTA 15.9 19.2 0.31 0.57 0.58
TTA 30 54.7 7.21 0.0073 0.02
TG 7.0 6.2 0.04 0.83 0.84
SNP Adultos LES
T U
rs2004640 35 16 7.078 0.0078 0.012
rs2070197 38 16 8.963 0.002 0.003
rs10954213 33 16 5.898 0.015 0.023
Haplotipo
TCA 38 17.7 7.401 0.0065 0.0131
GTG 15 36.7 9.142 0.0025 0.0098
GTA 5 6.4 0.17 0.6780 nd
TTA 15.2 17.2 0.127 0.7212 0.261
TTG nf

T- Transmitido

U-No transmitido



Los resultados del analisis de TDT fueron mas significativos en los pacientes
pediatricos que en los casos adultos, sin embargo, esto puede ser el resultado del
gran numero de casos pediatricos con ambos padres. De este modo, los resultados
del analisis basado en familias, confirma la asociacién genética y la presencia del
mismo haplotipo de riesgo en los casos pediatricos y adultos con LES, como lo
observado en los europeos.

Finalmente, el analisis de los genotipos mostré una frecuencia mas alta de
homocigotos para el alelo C del SNP rs2070197 en ambos grupos de pacientes
mexicanos (tabla 10). Sin embargo, la frecuencia fue mas alta en el grupo de
pacientes pediatricos (21%) que en el grupo de pacientes adultos (18%), aunque no
se observo una diferencia significativa entre ambos grupos (tabla 10).

Cuando comparamos las frecuencias del genotipo homocigoto CC del SNP
rs2070197 observamos que se encuentra en una frecuencia aun mucho mas alta en
el grupo de pacientes pediatricos (21%), comparado con los pacientes adultos
mexicanos (18%) y europeos (3.3%), asi como en controles europeos (0.7%),
mexicanos (4%) y aun todavia en el grupo de mazatecos sanos (6.5%) (figura 14)
(Graham et al. 2007; Kozyrev et al. 2007; Reddy et al. 2007).

Usando un analisis de regresion logistica, se estimoé el OR conferido por el genotipo
homocigoto CC del SNP rs2070197, es de 10.46 (95% CI 7.71-13.21). Un analisis
adicional usando tablas de matrices (implementado en el programa R) demostrd que
invariablemente todos los individuos homocigotos para el alelo C del rs2070197 son
también homocigotos para el alelo A del rs10954213 y para alelo T del rs2004640, de
este modo todos los homocigotos para el alelo C, fueron homocigotos para el

haplotipo de riesgo.



Tabla 10. Genotipos de los SNPs del gen IRF5 de pacientes mexicanos con LES

versus controles.

SNP Genotipo Frecuencia Frecuencia 2df Valor P
Pediatricos LES Control Chi Square
(n=282) (n=278)

rs2004640 0.297 0.198 34.32 3.52 x 10-8
TT
GT 0.429 0.46
GG 0.174 0.342

rs2070197 TT 0.295 0.637 77.89 5.55 x10-16
CT 0.491 0.323
cC 0.214 0.04

rs1095423 GG 0.138 0.227 24.32 5.2 x10-6
AG 0.42 0.525
AA 0.442 0.248

SNP Genotipo  Adultos LES Control 2df Valor P
(n=185) (n=278)  Chi Square

rs2004640 0.411 198 34.03 4x10
TT
GT 0.443 0.46
GG 0.146 0.342

rs2070197 TT 0.324 0.637 52.20 4.6x1072
CT 0.497 0.323
cC 0.179 0.04

rs1095423 GG 0.087 0.227 30.80 2.1x107
AG 0.44 0.525
AA 0.473 0.248
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Figura 14. Frecuencia del genotipo CC del SNP rs2070197 del gen IRF5. Se
observa una frecuencia mas alta del genotipo homocigoto CC del SNP rs2070197 en
los pacientes mexicanos, en comparacion con pacientes y controles de diferentes
poblaciones.



Polimorfismos localizados en otros genes candidato.

La tabla 11 muestra las frecuencias del alelo de riesgo de los polimorfismos de
los genes FCGRZ2A, IL-10 IL-6, RANTES, MCP1 y MIF. La genotipificacion de estos
SNPs fue realizada en 170 pacientes pediatricos y 220 controles. Para todos los
polimorfismos, la distribucion de los genotipos no se desvia de lo esperado de

poblaciones en equilibrio de Hardy-Weinberg.

FCGR2A (Receptor 2A de baja afinidad del fragmento Fc de la IgG).

El SNP R/H del gen FCGR2A fue analizado en los pacientes pediatricos
mexicanos y en los controles. Se observé una distribucion similar en las frecuencias
genotipicas entre los pacientes y los controles, (P=0.33). Analizando la distribucion
de la variante riesgo, la R131; no se observé una diferencia significativa, entre ambos

grupos (58% versus 56%, respectivamente, P=0.51).

IL-10 (Interleucina-10)

Se analizaron los polimorfismos -1082G/A, -819C/T y -592C/A localizados en
la region del promotor del gen de IL-10. Las frecuencias genotipicas y alélicas de
estos polimorfismos no mostraron asociacion con susceptibilidad a padecer LES en
la poblacion pediatrica mexicana (tabla 11). Tampoco se observaron diferencias
significativas en las frecuencias de los haplotipos cuando comparamos los casos y
los controles. Por otro lado, el genotipo -592CC, el cual se ha encontrado asociado
en varias poblaciones con una produccion mas baja de IL-10, se encontré en una
frecuencia mas baja, (datos no mostrados). Asi mismo, nuestros resultados
corroboraron el LD previamente reportado entre los polimorfismos -819C/T y -592C/A
(D’=1; r’=1).

IL-6 (Interleucina-6)
Las frecuencias genotipicas del polimorfismo -174G/C del gen de IL-6, no mostraron
diferencias significativas cuando comparamos los pacientes con los controles,
(P=0.52, tabla 11). Sin embargo, la distribucién del alelo -174G se encontré en una

frecuencia mas elevada en nuestra poblacién (88%), que lo reportada en otras



poblaciones (60%) (Linker-Israeli et al. 1999, Shotte et al.2001), sin embargo la

diferencia no fue significativa (P=0.88).

RANTES (Regulada por activacion, expresada y secretada por células T
normales

Los resultados derivados de la genotipificacion de los SNPs -28C/G y -403/A,
no mostraron diferencias significativas cuando las distribuciones genotipicas y
alélicas se compararon entre los pacientes y los controles (tabla 11). Asimismo, no
se observo asociacion cuando combinamos los dos SNPs como un haplotipo, (datos

no mostrados).

MCP1 (Proteina 1 quimioatrayente de monocitos).
La tabla 11 muestra la frecuencia del alelo de riesgo del SNP -2518 del gen
MCP1. No se encontraron diferencias significativas en las frecuencias genotipicas y

alélicas entre los pacientes pediatricos y los controles.

MIF (Factor inhibidor de la migracién de macréfagos)

Se analiz6 el SNP -173 G/C localizado en la regién del promotor del gen MIF.
Las frecuencias genotipicas y alélicas de estos polimorfismos no mostraron
asociacion con la susceptibilidad a padecer LES en la poblacion pediatrica mexicana
(datos no mostrados y tabla 11). Por otro lado, siendo la nefritis la manifestacion
clinica mas frecuente en nuestra poblacién de pacientes pediatricos (62%), se
analizé una posible asociacién con los diferentes genotipos y alelos de estos
polimorfismos. Cuando estratificamos los pacientes de acuerdo a la presencia de la
afeccién renal, no se observaron diferencias significativas en la distribucion de los
polimorfismos antes mencionados entre los pacientes con y sin nefritis lUpica con
ninguno de los polimorfismos antes mencionados, (datos no mostrados). De una
manera similar, no se observaron diferencias significativas entre todas estas
variantes genéticas y las siguientes variables: sexo, edad de inicio y desoérdenes

neuroldgicos.



Tabla 11. Frecuencia alélicas de los SNPs que no mostraron asociacion.

Alelo

Frecuencia

Gen SNPs Menor Casos/controles P OR (95% Cl)
FCGR2a 131 R/H H 0.42/0.44 0.51 ND
-1082 A/G G 0.19/0.20 0.78
IL-10 -819 C/T C 0.43/0.48 0.16 ND
-592 C/A A 0.43/0.48 016
IL-6 -174 G/C C 0.12/0.09 0.88 ND
-28 C/G G - - -
RANTES
-403 G/A A 0.31/0.27 0.18 ND
MCP1 -2518 A/IG G 0.45/0.39 0.22 ND
MIF -173 G/C C 0.31/30 0.98 ND




DISCUSION

Las EAs son un grupo diverso de enfermedades complejas caracterizadas por
la pérdida de la auto-tolerancia causando dafo al tejido mediado por el sistema
inmune, son originadas por la interaccidon de factores genéticos, factores ambientales
y afectan alrededor del 5% de la poblacion. Las EAs comparten un namero de
caracteristicas que sugieren rutas o mecanismos comunes. Su patofisiologia
compartida y su concurrencia en familias han conducido a la hipdtesis que las
enfermedades autoinmunes comparten algun fondo genético comun (Anaya et al.
2006).

El LES es el prototipo de las enfermedades autoinmunes, en la cual la
respuesta inmune esta dirigida contra una amplia variedad de antigenos-propios.
Esta entidad se manifiesta con una diversa coleccion de sintomas clinicos y puede
involucrar cualquier érgano o tejido. La enfermedad tiene una fuerte tendencia
familiar; pero, parecida a muchas otras enfermedades humanas, tiene un patron
complejo de herencia que es consistente con su etiologia multifactorial (Harley et al.
2007).

La genética del LES se ha estudiado desde los inicios de los anos setenta
cuando el primer estudio de asociacion de los alelos del HLA con lupus fue reportada
(Grumet et al. 1971). De hecho, datos de recurrencia familiar apoyan la participacion
genética del LES (Alarcén-Segovia D, 2005). Las tres décadas después del
descubrimiento de la asociacion de HLA, fueron testigos de una extraordinaria
revolucion tecnoldgica genética. De hecho, la presente capacidad técnica promete,
en la proxima década, identificar muchos de los efectos de asociacion genética de
los fenotipos de la enfermedad de interés con ORs en el rango de 1.25 o mayores.

Las bases genéticas en el LES de inicio en la edad pediatrica, son
actualmente inciertas. En la ultima década se han obtenido nuevas visiones de su
etiopatogenia, utilizando analisis de ligamiento y estudios de asociacion de familias
multicasos con LES, asi como estudios de casos y controles, sin embargo, la
mayoria de estos estudios han involucrado principalmente pacientes con LES de

inicio en la etapa adulta.



Por otro lado, hasta donde sabemos en LES pediatrico se han realizado sélo
dos estudios genéticos con un tamafio de muestra pequeno (Liao et al. 2004; Lee et.
al 2004). Uno se realiz6 en 46 nifios chinos mostrando asociacion entre LES y un
SNP en el gen RANTES (Liao CH, et al. 2004). El otro encuentra una asociacion de
polimorfismos en el gen del receptor de estrogenos-alfa (ER-a) en 41 coreanos con
LES de inicio en la edad pediatrica (Lee YJ, et al. 2004).

En la poblacién mexicana, los pocos estudios dirigidos a la caracterizaciéon de
los factores genéticos involucrados en la susceptibilidad al LES se han realizado en
pacientes adultos, enfocandose principalmente al analisis de genes localizados en la
region del MHC (Granados et al. 1996; Vargas-Alarcon et al. 2000; Zufiga et al.
2001). Uno de estos estudios observé una asociacion del gen TNF-a con el
desarrollo del LES en los pacientes adultos (Zufiiga et al. 2005). El gen TNF-a es
localizado dentro de la region del MHC clase lll en el cromosoma 6p21.3.

El producto del gen TNF-a es una citosina inducible con un amplio intervalo de
acciones inmuno-estimuladoras y pro-inflamatorias (Vasalli P, 1992). La importancia
de TNF-a en la patogénesis del LES es desconocida pero incluso diferencias
menores en la produccion de TNF-a puede influir en la enfermedad autoinmune. El
aumento de TNF-a en LES y el desarrollo de anticuerpos antinucleares y anticuerpos
anti-DNA y una enfermedad semejante a LES en algunos pacientes tratados con
antagonistas del TNF ha conducido a la sospecha que el eje TNF-a puede ser
importante en la susceptibilidad (Shakoor et al. 2002).

El polimorfismo TNF-308A/G ha mostrado evidencias de asociacién con varias
enfermedades autoinmunes incluyendo LES (Danis et al. 1992; Huizinga et al. 1997).
Sin embargo, los estudios de asociacién del polimorfismo -308 A/G con LES, han
reportado resultados controversiales (Zuhiga et al. 2001; Lee et al. 2006). La
explicacion mas obvia es que los estudios individuales pueden no tener suficiente
poder estadistico para detectar las pequenas diferencias entre casos y controles.

En esta tesis, se observé un aumento en la frecuencia del alelo TNF-308A en
el grupo de pacientes pediatricos. Estos datos difieren de lo observado de un estudio

previamente realizado en poblacion adulta mexicana por Zuiiga et al. 2001, donde



observaron que el alelo TNF-238A es el que se encuentra asociado a la
susceptibilidad para desarrollar LES. Sin embargo, en contraste a los resultados
obtenidos en los pacientes adultos mexicanos, este trabajo confirma la asociacion del
alelo TNF-308A con la susceptibilidad a desarrollar LES, como lo observado en otras
poblaciones (Wilson et al. 1994).

Aunado a lo anterior, un estudio reciente (Lee et al. 2006) realizando un meta-
analisis de los estudios de asociacion publicados para el gen TNF-a después de
estratificar por origen étnico, detecta una asociacién significativa con el alelo TNF-
308A en las muestras derivadas de europeos, pero no en muestras derivadas de
africanos y asiaticos de acuerdo a las comparaciones basadas en alelos de los 21
estudios incluidos en el meta-analisis. Nuestros resultados respaldan la idea que el
TNF-a puede estar involucrado en LES induciendo inflamaciéon y apoptosis, las
cuales pueden contribuir a la respuesta autoimune.

Existen varias posibles razones para tratar de explicar la discrepancia en los
resultados observados entre las dos poblaciones con un mismo origen étnico.
Primero es posible, que el LD que existe entre el gen TNF-a y los alelos DRB,
explique la asociacion observada con el alelo TNF-238A en los pacientes adultos.
Segundo, el pequefio tamafo de muestra del estudio de Zufiga et al. (51 pacientes),
puede conducir a falsos-positivos. Aunado a lo anterior, los reportes publicados a la
fecha no respaldan la evidencia de un papel fisioldgico del polimorfismo TNF-238 en
la produccién de TNF-a o en la transcripcion del gen (Verweij et al. 1999).

Otros de los genes analizados fue el gen PTPN22, debido a su relevancia
funcional como un regulador negativo de la activacién de las células T y su mapeo
posicional a una region del cromosoma mostrando ligamiento a la ARy a LES. El gen
PTPN22 se localiza en el cromosoma 1p13.3-p13.1 y codifica una fosfatasa
especifica de linfocitos (LYP). LYP es una proteina tirosina fosfatasa intracelular y
fisicamente se une a través de un dominio rico en prolina al dominio SH3 de la
cinasa Csk, la cual es un supresor importante de cinasas que participan en la
activaciéon de las células-T (Cohen et al. 1999). La capacidad de Csk y Lyp para

inhibir la senalizacion del receptor de células-T requiere su asociacion fisica,



(Cloutier et al. 1999). El polimorfismo PTPN22 1858 C/T conduce a la sustitucién de
una arginina (R) por un triptofano (W), en la posicion 620. El alelo del triptofano
(620W), conduce a la pérdida de la union de PTPN22 a la cinasa intracelular Csk
(Bottini et al. 2004). De este modo, elimina la interaccidn entre Lyp y Csk, evitando la
formacion del complejo y por lo tanto, la supresion de la activacion de las células-T,
condicion que puede resultar en una respuesta autoinmune (Gregersen 2005; Vang
et al. 2005). En esta tesis, se observo una asociacion entre el polimorfismo funcional
1858C/T del gen PTPN22 y la susceptibilidad al LES en pacientes pediatricos
mexicanos. El alelo 1858T fue mas frecuente en los pacientes con LES que en los
controles sanos, sugiriendo que el alelo 1858T puede predisponer a los individuos al
desarrollo del LES. El tamafio de muestra es bastante grande para detectar una
asociacion en un OR entre 1.5 y 2. Debido a que este tiene un poder del 78% en un
nivel de significancia del 5% (Baca et al. 2006). Por otro lado, no se observo
asociacion de la variacion PTPN22 con la manifestacion renal, sexo y edad de inicio.
Evidencias actuales sugieren que anormalidades en la fosforilacion de tirosinas en
las células T de pacientes con LES contribuyen a la disfunciéon de las células T
efectoras y finalmente a la inmunopatogénesis del LES (Tsokos et al. 2003).

De acuerdo con lo anterior, en esta tesis se observo que el alelo 1858T se
asocia con LES, lo que sugiere que la desregulacion de la activacion de las células T
juega un papel importante en LES pediatrico. Debido a que es poco probable que un
solo defecto en el gen PTPN22 es unicamente el responsable para la diversa
disfuncion de las células T observada en LES, podria ser de interés evaluar
sistematicamente las posibles implicaciones de otros miembros de la familia de
genes de las proteinas tirosinas fosfatasas (PTP) (Andersen et al. 2004). Durante el
curso de esta tesis, se publico un estudio similar mostrando una asociacion
estadisticamente significativa entre el SNP 1858C/T y LES (Kyogoku et al. 2004), los
autores encuentran que el alelo de riesgo estuvo presente en el 22.8% de los
individuos con LES, comparado con el 16.7% de los controles. Los resultados
obtenidos en esta tesis, con respecto a la asociacidon entre las variantes PTPN22 y la
susceptibilidad al LES encontrada en los estudios previos, sugiere que existe un

efecto de dosis génica con los alelos T homocigotos siendo asociados con un riesgo



mas alto que los alelos C/T heterocigotos. En esta tesis, sin embargo, no fue posible
observar ninguna sefial de un efecto de dosis génica, debido a que no se
encontraron pacientes homocigotos en nuestra poblacion pediatrica.

Aunado a lo anterior, los resultados confirman la asociacion observada por
Kyoguku et al. 2004, vy la de otros autores, particularmente con una poblaciéon de
Latinoamérica (colombiana) recientemente reportada (Gomez et al, 2005). Sin
embargo la frecuencia observada en nuestro estudio (3.4%), fue significativamente
mas baja que lo reportada hasta la fecha en otras poblaciones afectadas con LES
(rango 9.8%-16.5%). Es posible que el alelo PTPN22 1858T se encuentre
relacionado con la gravedad de la enfermedad. Un hallazgo interesante, fue que la
asociacion del alelo T con la susceptibilidad al LES de inicio temprano fue mas fuerte
en nuestra poblacién (OR=3.09) que lo reportado en estudios previos, incluyendo
principalmente pacientes adultos (OR=1.42-2.56) (Lee et al 2007). Ademas, Wu et al.
2005, observaron una edad mas temprana al diagnostico en una de sus cohortes
cuando estratifican por el genotipo CC versus al menos un alelo T. Aunque el LES
pediatrico es fenotipicamente similar al LES de la etapa adulta, en el LES de inicio
temprano los sintomas iniciales tienden a ser mas graves y tiene un curso clinico
mas agresivo.

Por otra parte, el gen 1 de muerte celular programada (PDCD1), es hasta el
momento el unico gen asociado a LES que ha sido identificado a través de una
estrategia de mapeo basada en ligamiento y su posterior seleccion como gen
candidato. Usando familias con multiples casos afectados de origen nérdico,
Lindqvist et al. (2000), identificaron un locus, denominado SLEB2 en el cromosoma
2q37.3, sitio donde se encuentra el gen PDCD1, el cual fue fuertemente ligado a LES
(LOD score de 4.25). El producto del gen PDCD1 es un inmunoreceptor de la familia
de receptores co-estimuladores CD28/CTLA4/ICOS que contiene un dominio basado
en tirosina que se localiza en la regidon intracitoplasmica, el cual es un
inmunoreceptor inhibidor (ITIM). PDCD-1 se expresa principalmente en células B y
células T activadas (Nishimura et al. 2001. La uniéon de PD-1 con cualquiera de sus

dos ligandos conduce a la inhibicion de la activacion de las células T inducida por



anti-CD3. Por lo tanto, se supone que PD-1 esta involucrado en la tolerancia
periférica, evitando la activacion incontrolable de las células auto reactivas.

Ademas la deficiencia de PD-1 causa una glomerulonefritis semejante al lupus
y artritis en raton con un fondo genético C57BL/6 y cardiomiopatia en un fondo
genético BALB/c (Nishimura et al.1999, 2001), por lo anterior éste es un importante
gen candidato de riesgo, que fue explorado como uno de los genes localizados en la
region 2q37, determinada mediante un analisis de ligamiento (Lindqvist et al. 2000).

Recientemente, Prokunina et al. 2002, identificaron al gen PDCD1 dentro de la
region 2q37 y describieron siete SNPs en este gen, en varias poblaciones afectadas
con LES: PD1.1 (-531 A/), PD1.2 (6438), PD1.3 (7146), PD1.4 (7499), PD1.9 (7625),
PD1.5 (7785) y PD1.6 (8738). Los SNPs PD1.1, PD1.2 y PD1.9, asi como los SNPs
PD1.4 y PD1.5 se encuentran en desequilibrio de ligamiento entre si, por lo que en
esta tesis solo analizamos los SNPs PD1.1, PD1.3, PD1.5 y PD1.6, debido a que
estos cosegregan independientemente. Se diseiid un estudio de casos y controles
para analizar la asociacion entre SNPs en el gen de PDCD1 y el LES, en una cohorte
de 250 pacientes mexicanos (Velazquez-Cruz et al. 2007).

Existe una gran variacién en la frecuencia de los polimorfismos en PDCD1. El
alelo PD1.1A es comun en la poblacion china (49%) asi como en Indios mexicanos
(63%), mientras que es raro en europeos (1%) y africanos (4%) (Thorburn et al.
2007). La frecuencia del alelo PD1.1A fue bastante similar tanto en el grupo de
pacientes pediatricos como en el grupo control (69% vs 66%) y ligeramente mayor a
lo observado en los indios mexicanos, por lo que no se observaron diferencias
significativas. Prokunina et al, 2002 reporté una asociacion del alelo de PD1.3A con
LES en adultos de tres poblaciones diferentes, incluidos adultos mexicanos. Este
SNP elimina el sitio de unién a DNA, para el factor 1 de transcripcion relacionado-
runt (RUNX1) localizado en un enhancer intrénico, haciendo pensar en un
mecanismo a través del cual puede contribuir al desarrollo de LES en humanos.

Nuestros resultados muestran que el alelo PD1.3A aumenta el riesgo genético
de LES de inicio temprano en los mexicanos. Sin embargo, nosotros encontramos
una asociacion mas débil de este SNP con LES de inicio temprano en los pacientes
femeninos (P=0.0052, OR 2.53 [95% CI 1.29-4.95]) comparado con lo reportado por



Prokunina et al, en los pacientes adultos femeninos mexicanos con LES (P = 0.0023;
OR 3.23, 95% CI 1.46-7.16). Los resultados derivados de esta tesis describen una
frecuencia del alelo PD1.3A del 5.2% en pacientes pediatricos versus 7% en
pacientes adultos reportado por Prokunina et al. 2002. Las diferencias observadas
en ambos estudios pueden ser explicadas por la naturaleza y el tamano de las
muestras analizadas (y de este modo el poder estadistico), dado que el analisis de
Prokunina y cols. (2002) incluye un grupo muy grande y heterogéneo de familias con
multiples casos afectados seleccionados por género femenino. Aun asi, los
resultados derivados del presente estudio confirman la hipotesis de que el SNP
PD1.3A es un marcador de riesgo genético para LES, en la poblacion pediatrica.

Por otro lado, a pesar de la asociacion del alelo PD1.3A con la enfermedad
renal, descrita en LES del adulto en la poblacion sueca (Johansson et al. 2005) y a
pesar de una frecuencia alta de nefritis (62%) en nuestro grupo de pacientes, en este
estudio no se logré confirmar la asociacion de alelo PD1.3A con el fenotipo. Esto
confirma lo previamente reportado (Prokunina et al. 2004) donde no se observd
ninguna asociaciéon con el desorden renal en los pacientes femeninos con LES
europeo-americano de los Estados Unidos. Existen varias razones por las cuales en
este estudio no se pudo confirmar la asociacion de PD1.3A con nefritis lupica en los
pacientes pediatricos mexicanos. Una posibilidad es que PD1.3A no esta involucrado
en el desarrollo de nefritis en los pacientes mexicanos. Otra causa es la presencia de
heterogeneidad genética. También, PDCD1 podria contribuir a la nefritis aunado a
otros factores genéticos, tales como FcGRIIA o FcGRIIIA, en algunos individuos. Sin
embargo el numero de pacientes con nefritis, necesario para analizarlo
estadisticamente, seria mucho mas grande que lo disponible en este estudio. La
poblacién mestiza mexicana es una poblacién mezclada con una estructura genética
compleja, donde los genes nativo americanos comprenden el 51%, los genes
europeos el 45.4% vy los genes africanos el 37%, (Choudhry et al. 2006). Esto podria
explicar las diferencias observadas en la distribucién de las frecuencias de los
haplotipos del gen PDCD1 entre la poblacién pediatrica mexicana y las poblaciones

suecas y espanola.



Por otra parte, existen fuertes evidencias que sugieren que la ruta del
interferon tipo 1 (IFN-1) puede ser de principal importancia en la patogénesis del
lupus (Ronnblom et al. 2001). Las principales células productoras de IFN tipo 1 son
una poblacién de células dendriticas plasmacitoides, inicialmente conocidas como
células NIP (células naturales productoras-interferon) (Ronnblom et al. 2002).

La Investigacion en la ruta del IFN-1 en lupus en los ultimos ainos ha tenido un
resurgimiento derivado de experimentos de microarreglos de expresion, los cuales
mostraron que las células de sangre periférica de pacientes con lupus, presentan un
aumento en la expresion de genes inducibles por el interferon, un fenémeno
conocido como la “firma interferon” (Baechler et al. 2003; Bennet et al. 2003). Esta
firma es especifica para LES y su identificacion inicid una serie de investigaciones
encaminadas a la inhibicién de la ruta del interferon como una alternativa para el
tratamiento del LES. Estas investigaciones se han enfocado a la identificacion de
variantes de susceptibilidad, las cuales pueden tener un efecto en la desregulacion
de esta ruta. Con la hipotesis que genes dentro de la ruta del interferon tipo | pueden
ser de importancia principal en la susceptibilidad a desarrollar LES, Sigurdsson et al.
2005, estudiaron varios SNPs en un grupo seleccionado de 13 genes e identificaron
una asociacion genética de polimorfismos localizados en el gen IRF5 y LES en
individuos de origen nordico.

Esta asociacion, se ha encontrado en varias poblaciones de caucasicos-
europeos (Graham et al. 2006), argentinos (Kozyrev et al. 2007), coreanos (Shin et al
2007) y en un numero pequefio de familias indo-paquistani (Graham et al. 2006). Sin
embargo, aun no se conoce si todos los grupos étnicos, y aun mas si los pacientes
adultos y pediatricos estan afectados de una manera similar.

Los resultados derivados de esta tesis, muestran diferencias importantes con
lo descrito hasta la fecha, probablemente debido a la utilizacién de una poblacion
mezclada como la mestiza mexicana donde los amerindios aportan un fondo
genético muy importante, al numero grande de muestra y al uso de un disefio de
estudio de casos y controles combinado con analisis de trios. También, muestran
que hay una fuerte asociacién genética entre los genotipos, alelos y haplotipos de

riesgo del gen IRF5 y los pacientes pediatricos y adultos mexicanos, con LES.



En general, los resultados fueron muy similares entre los pacientes pediatricos
y adultos. La presencia del alelo de riesgo del rs2070197 tiene un OR de 3.3 para los
pacientes pediatricos y de 2.9 para los pacientes adultos, comparado a los europeos
(1.67) (Kozyrev et al. 2007). El analisis de los casos pediatricos con LES mostraron
que el alelo T del rs2004640 estuvo fuertemente asociado con la enfermedad (61%
en casos versus 42% en controles), pero la asociacion mas fuerte fue observada con
el SNP rs2070197. Este SNP no es funcional, pero refleja principalmente el haplotipo
de riesgo de la enfermedad y es por lo tanto un excelente marcador. También, en
contraste a lo previamente reportado, el SNP rs10954213 estuvo fuertemente
asociado con LES en el grupo de pacientes adultos aunque un poco mas débil que el
rs2004640 y el rs2070197, el OR mostro una diferencia en ambos grupos de
pacientes (1.7 pacientes pediatricos versus 2.1 pacientes adultos).

Uno de los hallazgos mas interesantes, es que el haplotipo de riesgo tiene una
frecuencia mas alta en los individuos de origen mexicano (20%) y aun es mas alta en
los individuos sanos mazatecos (31%), haciendo pensar en una contribucion
importante en la susceptibilidad para LES del gen IRF5 aportado por los amerindios
mexicanos.

El haplotipo de riesgo del gen IRF5 para el cual el SNP rs2070197 es un
excelente marcador, incluye el alelo de riesgo T de rs2004640 que conduce a
splicing del exon 1B 5’ UTR alternativo, la presencia de una insercion en el exon 6
definiendo la traduccion de las isoformas V5 y V6 y la expresion alta del alelo A del
rs10954213 localizado en la region 3'UTR en un sitio de poliadenilacion (Graham et
al. 2006; Kozyrev et al. 2007).

Por otro lado, aun mas interesante, es el hecho que los pacientes mexicanos
con LES tienen una muy alta frecuencia de individuos homocigotos para el haplotipo
de riesgo (20%), contrario a los pacientes europeos entre los cuales sélo el 3.3% de
pacientes con LES son homocigotos. Por lo tanto, en los pacientes mexicanos podria
existir una mayor frecuencia de casos con LES con una doble dosis de los niveles de
IRF5, expresion de sélo las isoformas V5 y V6 y posiblemente mas transcritos

producidos del exon 1-B.



El OR conferido por el genotipo por ser homocigoto para el alelo C del
rs2070197 (el SNP que sirve de marcador del haplotipo de riesgo), es de 10.46.
Hasta la fecha, sélo el alelo HLA DRB1*0301 (DR3) se habia reportado como de
importancia en los mexicanos, pero a una mucho menor magnitud que en los
europeos (Granados et al. 1996; Graham et al 2002). Basado en lo anterior, hasta
ahora IRF5 parece ser el factor mas importante que contribuye al riesgo de LES en
nuestra poblacion.

Los resultados anteriormente descritos, sugieren que los individuos
homocigotos para el haplotipo de riesgo, tendrian una enfermedad mas grave,
posiblemente con una edad mas temprana del inicio de las manifestaciones clinicas
o una frecuencia mas alta de la exacerbacién de la enfermedad. Sin embargo, datos
sobre la actividad de la enfermedad y el dafio acumulado no fueron incluidos en este
estudio, y estas caracteristicas de LES podrian estar correlacionadas con la variacion
de IRF5, debido a que han mostrado correlacion con la sobreexpresién de genes de
respuesta IFN tipo-1 (Baechler et al. 2003; Bennett et al. 2003).

Aunque, es probable que /RF5 tenga una participacion importante en la
autoinmunidad del LES, la mayoria de los estudios de este factor de transcripcion se
han relacionado con la respuesta a las infecciones virales y su papel en la
regulacion del ciclo celular y sobrevivencia de las células cancerosas (Barnes et al.
2001; Mori et al. 2002; Yanai et al. 2007). IRF5 es un mediador critico de las sefales
estimuladas por los TLRs (receptores tipo-toll), (Takaoka et al. 2005). Su fosforilacién
y translocacion nuclear conduce a la sobreexpresion de muchos genes
proinflamatorios incluyendo citocinas, quimiocinas y el IFN-1 (Barnes et al. 2002; -
2004).

El vinculo especifico de IRF5 a la susceptibilidad del LES puede residir en los
complejos antigeno-anticuerpo que contienen DNA y RNA (Pascual et al. 2006).
Estos complejos son tomados por pDCs (DC-células dendriticas) e interactuar con
TLR7/8 y 9, conduciendo a la activacion de DCs y células B auto reactivas.

Los resultados derivados de esta tesis, han confirmado la asociacion del gen
IRF5 con la susceptibilidad de LES (Reddy et al. 2007). La asociacién es muy clara
con valores tan importantes que no tienen precedente en la genética del LES.



Existen varias lineas de evidencia que las quimiocinas y las citocinas juegan
un papel importante en el desarrollo inflamatorio y progresion de las enfermedades
autoimunes, como LES (Kim et al. 2002; Gibson et al. 2001). Ademas, se ha
demostrado que los pacientes con LES muestran una desregulacion de las
moléculas inflamatorias (Lit et al. 2006). Algunas de estas citocinas que son
asociadas con LES indudablemente contribuyen a la patogénesis de la enfermedad,
mientras otras pueden reflejar los mecanismos compensatorios que estan fallando
para inhibir el desarrollo de la autoinmunidad (Fairhurst et al. 2006).

En esta tesis, se analizaron nueve polimorfismos funcionales localizados en
genes de citocinas, quimiocinas pro-inflamatorias y el receptor FCGR2a; seis fuertes
genes candidato para asociacion con LES. No se encontro evidencia de asociacion
con los polimorfismos localizados en los genes IL-10 (A1082G, C819T y A592C), IL-
6 (-174 G/C), RANTES (-403 G/A -28C/G), MCP-1 (-2518 G/A), MIF (-173 G/C) y
FCGR2a (R/H131). Todos estos genes habian sido previamente asociados con la
susceptibilidad y el desarrollo del LES en otras poblaciones (Sanchez et al. 2006).

El espectro alélico o la arquitectura de una enfermedad se refiere al numero
de variantes de la enfermedad que existen, sus frecuencias alélicas y el riesgo que
ellas confieren. También, se ha discutido que las frecuencias de las variantes que
predisponen a la enfermedad y el peso de sus efectos fenotipicos indican el
potencial poder estadistico de los estudios de asociacion y por lo tanto la
probabilidad de éxito (Pritchard y Cox, 2002).

El rango de los efectos fenotipicos (OR) de los genes previamente
mencionados va de 1.35-1.62. por lo que una probable explicacién para la ausencia
de replicacién en estos genes previamente mencionados, sea debido a que el
tamafo de muestra es pequefio y consecuentemente el poder estadistico sea bajo.

Pritchard y Cox, 2006; basandose en modelos matematicos propone que al
menos 6,000 casos y 6,000 controles proporcionan, bajo condiciones ideales,
aproximadamente entre el 43% y el 94% de poder para detectar variantes de
susceptibilidad de la enfermedad con un OR de 1.3 y MAFs (Frecuencia del Alelo
Menor) de entre 0.05 y 0.1. Por lo que es conveniente discutir, que la principal

limitacion del estudio es que no se pudo identificar variantes de susceptibilidad



involucradas en el LES pediatrico, que tienen un efecto pequefio a moderado en el
fenotipo de la enfermedad (ORs menores de 2.0).

La ausencia de replicacion de las asociaciones reportadas previamente es un
evento comun en la busqueda para las determinantes genéticas de las
enfermedades complejas debido a la heterogeneidad de la poblacién o una clase
distinta de predisposicién (loannidis et al. 2001). La ausencia de replicacion en
nuestra poblacion puede alternativamente ser explicada por una diferente
composicién racial de los estudios anteriores y del presente estudio o que la
presencia de factores ambientales a los cuales son expuestas las poblaciones
africanas, americanas, asiaticas, son distintos en poblaciones mezcladas, tales como
la mexicana. Ademas se conocen algunas diferencias genéticas entre los diferentes
grupos étnicos, tales como, los caucasicos y los afroamericanos. Lo anterior podria
explicar porque el analisis falla también para replicar los hallazgos observados por
Liao et al. 2004; donde analizando 46 ninos chinos encuentran una asociaciéon entre
LES y un SNP en el gen RANTES y por Lee et al 2004, donde encuentran una
asociacion de polimorfismos en el gen del receptor de estrégenos-alfa en 41
coreanos con LES de inicio en la edad pediatrica.

La discrepancia en los resultados observados en los genes: TNF-a, PTPN22,
PDCD1 e IRF5 en el grupo de pacientes pediatricos y comparados con los resultados
publicados en pacientes adultos, podria sugerir que en el LES pediatrico estarian
operando un diverso grupo de genes que se comparten con el adulto, pero que en el
LES pediatrico funcionarian en menor o mayor grado de magnitud, dependiendo del
grado de la exposicion a diversos factores ambientales, aun desconocidos; tal
suposicion se ve respaldada por los hallazgos inmunoldgicos y las manifestaciones
clinicas observados en los pacientes pediatricos. ElI LES que comienza en la infancia
tiende a ser mas grave en el inicio y tiene un curso clinico mas agresivo, estos
mueren generalmente durante la fase aguda de la enfermedad mientras los
pacientes adultos mueren debido a complicaciones tales como infecciones (Klein-
Gitelman et al. 2002).

Los estudios de replicacion son importantes debido a que ellos respaldan la

evidencia de la asociacion estudiada. Una ausencia de replicacion entre los



diferentes subgrupos raciales/étnicos o a través de diferentes escenarios
ambientales, puede representar observaciones validas reflejando diferentes fondos
genéticos e interacciones genes-ambiente (Huizinga et al. 2004). Los resultados
obtenidos en el presente estudio, confirman previas asociaciones en cohortes
independientes de LES y por lo tanto preservan el papel de SNPs localizados en los
genes TNF-a, PDCD1, PTPN22 e IRF5 como marcadores de riesgo genético para
LES y sugiere que la alteracidon en la regulacion de la activacion de las células T
juega un importante papel en la respuesta mediada por células T, en los pacientes
pediatricos mexicanos. Aunque los efectos relativos mas altos de estos
polimorfismos en nuestra poblacién del LES de la etapa pediatrica comparada con
LES en la etapa adulta, puede explicarse por las diferencias en el fondo genético
entre las diferentes poblaciones étnicas, también puede ser que algunos
polimorfismos pueden tener efectos diferentes en el LES de inicio temprano y LES de
la etapa adulta.

En este trabajo se han identificado, cuatro genes involucrados en la
susceptibilidad al desarrollo de LES, en la poblacion pediatrica y muchos otros estan
en camino de ser identificados. Los resultados presentados en esta tesis apoyan la
hipétesis de que en este padecimiento existe una gran heterogeneidad genética y
que ésta varia entre los diferentes grupos étnicos, por lo que los genes candidatos
deben ser estudiados con detalle en cada una de las poblaciones. Los genes
descritos, parecen ser determinantes genéticos muy fuertes en nuestra poblacién.
Sin embargo, aun queda por realizar estudios adicionales de estos genes con las
manifestaciones clinicas de LES, en nuestra poblacion.

Los estudios genéticos son importantes porque finalmente ellos pueden
revelar los mecanismos que llevan a la aparicion de la enfermedad y pueden
proporcionar nuevos blancos terapéuticos para nuevas terapias. Los resultados
derivados de esta tesis sientan las bases para el entendimiento de los mecanismos
moleculares del LES en nuestra poblacion y podrian contribuir como nuevas
herramientas que nos permitan mejorar las estrategias de prevencion, diagnostico y
tratamiento del LES y de otras enfermedades autoinmunes comunes, en nuestra

poblacion.



CONCLUSIONES
. Esta tesis constituye de los primeros trabajos encaminados en determinar los
factores de riesgo genético que conducen a la susceptibilidad a desarrollar

LES de inicio temprano en la poblacion pediatrica.

. El analisis de los polimorfismos localizados en los genes IL-10 (A1082G,
C819T y A592C), IL-6 (-174 G/C), RANTES (-403 G/A -28C/G), MCP-1 (-2518
G/A), MIF (-173 G/C) y FCGR2a (R/H131), sugieren que estos genes no se
encuentran asociados a la susceptibilidad del LES en pacientes pediatricos
mexicanos. Sin embargo no podemos descartar que estos polimorfismos, se

encuentran asociados con alguna de las manifestaciones clinicas del LES.

. Los genes TNF-a, PDCD1, PTPN22 e IRF5 se encuentran fuertemente
involucrados en la susceptibilidad al desarrollo de LES en la poblacion
pediatrica mexicana. Los hallazgos observados en este estudio, confirman
previas asociaciones de estos polimorfismos con LES descritas en otras

poblaciones analizando principalmente pacientes adultos.

. En la poblacion mexicana el haplotipo de riesgo TCA tiene la frecuencia mas
alta reportada a la fecha. El haplotipo incluye el alelo T de rs2004640 que
conduce a un splicing del exén 1B 5 UTR alternativo, la presencia de una
insercion en el exdn 6 definiendo la traduccidén de las isoformas V5, V6 y la
expresion mas alta del alelo A del rs10954213 que conduce a un transcrito

mas corto.

. La alta frecuencia del alelo C del rs2070197 del gen IRF5, en los mazatecos,
sugiere que el fondo genético indigena en los mexicanos claramente
contribuye a la alta frecuencia del haplotipo de riesgo en la poblacién mestiza

mexicana y tiene una alta contribucion en la susceptibilidad a padecer LES.



6. Los datos derivados de este estudio, muestran que /IRF5 es el gen que ha
mostrado mayor riesgo para la susceptibilidad a desarrollar LES a nivel

mundial.

7. Los datos sugieren que algunos factores de riego genético se comparten en
los pacientes adultos y pediatricos, pero también sugieren en el LES pediatrico
estos genes podrian funcionar en menor o mayor grado de magnitud,
dependiendo del grado de la exposicion a diversos factores ambientales, aun

desconocidos.

8. Este estudio apoya la hipdtesis de que en este padecimiento existe una gran
heterogeneidad genética y que esta varia entre los diferentes grupos étnicos,
por lo que los genes candidatos deben ser estudiados con detalle en cada una

de las poblaciones.



PERSPECTIVAS
Con base en los datos derivados de esta investigacion, nos permite sugerir una serie

de perspectivas:

e Los genes asociados con la susceptibilidad al desarrollo del LES en la
poblacién pediatrica parecen ser factores de riesgo genéticos muy importantes
en nuestra poblacién, por lo que debe realizarse un analisis detallado de estos
genes con las manifestaciones clinicas de LES, para poder determinar su uso
como marcadores prondstico y/o gravedad de la enfermedad, en nuestra

poblacion.

e Reconociendo los posibles efectos confusores genéticos debido a la
estratificacion de la poblacién en los estudios de asociacion de casos y
controles, los estudios basados en familias son necesarios; por lo que es
importante incrementar el tamafio de muestra de las familias en nuestro
estudio para asi poder alcanzar el poder estadistico adecuado en este tipo de

estudios.

e La alta frecuencia del haplotipo GCA del gen PDCD1 en la poblacién normal
mexicana comparada con la espafiola y sueca (32 versus 1 y 2%,
respectivamente) sugiere que en nuestra poblacion este haplotipo podria
haber sido heredado de nuestros ancestros amerindios. Por lo que son
necesarios estudios adicionales en los Amerindios mexicanos para confirmar

esta hipotesis.

e El descubrimiento de una fuerte asociacién del LES en pacientes mexicanos
con SNPs localizados en el gen IRF5, debe ser validado con la evaluacién del
papel funcional de las isoformas expresadas por el interferon alfa o con los

receptores tipo-toll.



e Asimismo, dado la alta frecuencia de alelos de riesgo del gen IRF5 en
poblacion mexicana y que IRF5 también se ha relacionado con la respuesta a
las infecciones virales, seria interesante analizar el papel de la presencia del
haplotipo de riesgo y las variantes polimérficas funcionales de este gen en las

enfermedades virales mas comunes en nuestra poblacion.

e El desarrollo de nuevas técnicas para la genotipificacion de los SNPs sobre
una base del genoma-completo, ha abierto nuevas posibilidades para el
estudio de las enfermedades complejas. Por lo anterior, es mas atractivo la
genotipificacion mediante la tecnologia de microarreglos. Por lo que se plantea
analizar 300 pacientes y 300 controles con el chip de Affymetrix 500K, lo que
conduciria a la identificacién de genes nuevos involucrados en la patogénesis

de la enfermedad en nuestra poblacion.
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ANEXO |
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPANTES CON LES.

México, D. F. a de de 200

Por medio de la presente hago constar que mi hijo (a)
, Mi conyuge y yo (y en caso necesario
mis otros hijos), estamos de acuerdo en participar en el proyecto de investigacion “Polimorfismos en
genes candidato y su asociacion con Lupus Eritematoso Sistémico en pacientes pediatricos
mexicanos.”

Estamos enterados de que nuestra participacion en el estudio consistira unicamente en donar

una muestra de 10 ml de sangre venosa por parte de mi hijo (a) enfermo y de 15 ml por parte de mi
coényuge y yo, ademas de responder preguntas relacionadas con la enfermedad de mi hijo(a).
Se nos ha explicado que la sangre sera tomada de una vena del brazo con todos los requisitos de
seguridad, como el uso de material nuevo y por personal calificado, por lo que no representa ningun
riego para nosotros y que la unica molestia que podria presentarse es la aparicion de un pequefo
hematoma o moretén que desaparecera en 3-5 dias.

Asi mismo, nos han comentado que la informaciéon obtenida del estudio genético y de los
cuestionarios es absolutamente confidencial y que esta informacion sera manejada Unicamente por los
investigadores y sélo sera utilizada para conocer los antecedentes y evolucién de la enfermedad.

Estamos consientes de que nuestra participacién en el estudio es completamente voluntaria,
que participar no implica pago o retribucién alguna y que si en medio del proceso decidimos no
continuar, toda la informacién recopilada sera eliminada.

Hemos leido la informacion descrita y nuestras preguntas acerca del estudio han sido
respondidas satisfactoriamente.

Atentamente

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

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo

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

Nombre y firma del Investigador (No. Telefénico)



ANEXO Il

HOJA DE CAPTACION DE DATOS

Nombre del paciente

No. de Familia (1]
No. de Paciente goo

Fecha de evaluacion 0000

Registro

Institucion 0 CMN O CMR

Especificar

OHIM O INP O Oftras

Fecha de Nacimiento [/
Origen geografico [
Sexo UF M

Lugar de Nacimiento

Edad actual

Lanos [Jmeses

Nombre del Padre

Lugar de Nacimiento

Nombre de la Madre

Lugar de Nacimiento

Antecedentes de Nacionalidad Extranjera en:

0Si [No Especificar

Padres, Abuelos, Bisabuelos, otros.

Direccién

Teléfono

Médico evaluador:

Nombre

Firma

Fecha de inicio de los sintomas
Edad al inicio de los sintomas
Fecha en que se establece el diagnéstico

Edad al momento del diagnéstico

gooogn

00 ahos [I[] meses

ggoogo

(1] anos [I[meses

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

USi UNo

Numero de criterios

og

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

OSi

Enfermedad

[ONo Especificar:

Parentezco




Enfermedad

Enfermedad

Enfermedad

MANIFESTACIONES CLINICAS

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

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

Otras (especificar):

Il. MUSCULOESQUELETICAS
a) Artralgias
b) Artritis
c) Mialgias

Otras (especificar):

ll. NEUROPSIQUIATRICAS
a) Crisis convulsivas

b) Psicosis
c) Sindrome Organico Cerebral
d) Mielitis Transversa

e) Cefalea

Parentezco

Parentezco

Parentezco

I I A A

OJ

I B o N |



f) Enfermedad vascular cerebral

g) Neuropatia craneal
h) Neuropatia periférica
i) Corea

Otras (especificar):

IV.- CARDIOVASCULARES
a) Pericarditis
b) Miocarditis
c) Infarto al miocardio
d) Valvulopatia

Otras (especificar):

V.-PULMONARES
a) Pleuritis
b) Neumonitis
c) Hemorragia
d) Hipertensién pulmonar

Otras (especificar):

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

Otras (especificar):

VII.-HEMATOLOGICAS
a) Trombocitopenia

b) Anemia hemolitica

[ I I A I I R I

[ I R



c) Leucopenia
d) Linfopenia
e) Neutropenia

Otras (especificar):

VIIl.-RENALES
Nefritis Si U No [J

Proteinuria persistente > 0.5g o proteinuria +++ en el EGO

Cilindros eritrocitarios, granulosos, tubulares, de hemoglobina o mixtos

Eritrocituria (] 10 eritrocitos por campo
Elevacion de creatinina sérica ( 1.5 mg/dl)
Depuracion de Creatinina 100 ml/min/1.73 m2
Hipertension arterial
Biopsia renal

a) Glomerulonefritis Clase |

b) Glomerulonefritis Clase Il

c) Glomerulonefritis Clase Il

d) Glomerulonefritis Clase IV

e) Glomerulonefritis Clase V

IX.-TROMBOSIS
a) Arterial

b) Venosa

X.- OTRAS MANIFESTACIONES

I I A |

e A o |

Si [1 No []
Si 0 No [J
Si 0 No [J
Si [ No [J
Si 1 No []
Si 1 No [J
Si [1 No []



ESTUDIOS INMUNOLOGICOS:
a) Anticuerpos antinucleares
b) Anticuerpos anti-DNA

c) Anticuerpos anti-Ro

d) Anticuerpos anti-La

e) Anticuerpos anti-Sm

f) Anticuerpos RNP

g) Anticuerpos anti-Cardiolipina

h) Anticoagulante lapico

OTROS ESTUDIOS (especificar):

TRATAMIENTO

] Positivos
0 Positivos
1 Positivos
0 Positivos
[ Positivos
[ Positivos
(1 Positivos

U Positivos

] Positivo
0 Positivo

[ Positivo

[ Negativos
71 Negativos
1 Negativos
[ Negativos
71 Negativos
[ Negativos
(1 Negativos

[ Negativos

[l Negativo
0 Negativo
[ Negativo

[ N.D.
O N.D.
O N.D.
O N.D.
[0 N.D.
O N.D.
[0 N.D.
[ N.D.

Medicamento

Dosis

No. De meses

Prednisona

> 1 mgl/kg/dia

< 1 mg/kg/dia

Cloroquina

Metrotexate oral

Metrotexate parenteral

Ciclofosfamida VO

Azatioprina

Ciclosporina A

Pulsos IV

Dosis

No. de pulsos

Ciclofosfamida

Metilprednisolona

Otros




1. Rash malar

2. Lupus discoide
cicatrizacion

3. Fotosensibilidad
4. Ulceras orales
observada

5. Artritis
periféricas
volumen o

6. Serositis
auscultado

7. Alteracion renal

8. Alt. Neurolégica
alteraciones
desequilibrio

desequilibrio

9. Alt. Hematoldgica

10. Alt. Inmunolégica

prueba de

11. ANA

Numero de criterios positivos

CRITERIOS DE CLASIFICACION PARA LES

Eritema fijo, plano o elevado, en las eminencias malares,
que tienden a respetar los pliegues nasolabiales.

Placas eritematosas elevadas con descamacion queratésica
dherente y tapones foliculares; puede ocurrir

atrofica en las lesiones antiguas.

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

Ulceracion oral o nasofaringea, generalmente indolora,
por un médico.

Artritis no erosiva que afecta dos o mas articulaciones
caracterizada por dolor a la presion, aumento de
derrame.

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

b) Pericarditis: documentada por EKG o frote o evidencia de
derrame pericardico.

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

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

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

a) Anemia hemolitica con reticulocitosis.

b) Leucopenia: menos de 4000/mm3 en dos o mas ocasiones

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

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

a) Células LE positivas
b) Anti-DNA: anticuerpos contra DNA nativo atitulos anormales.
c) Anti-Sm: anticuerpos contra el antigeno nuclear Sm
d) Pruebas serolégicas falsas positivas para sifilis que han sido
positivas por lo menos 6 meses y confirmadas con
inmovilizacion del treponema o prueba de FTA.

Titulo anormal de anticuerpos antinucleares por inmuno-

fluorescencia o un ensayo equivalente en ausencia de farmacos
asociados al sindrome de “lupus inducido por drogas.

od
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