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Glosario

Alelo: Variantes del mismo gen, ocupando el mismo locus en cromosomas
homologos y gobernando las variantes en produccion del mismo producto
genético.

ANAs: Anficuerpos anfinucleares.

Anti-DNAdc: Anticuerpos anti-DNA de doble cadena.
CLIP: Del inglés CLass Il associated Invariant Peptide.
Dimero: De dos monémeros.

Frecuencia génica o frecuencia alélica: La proporcion de un alelo en
particular con respecto a todos los alelos existentes para un locus
determinado en una poblacion especifica. La suma de las frecuencias
alélicas en una poblacion siempre es 1 (0 100%).

Frecuencia genotipica: La proporcion en la que se observan los genotipos
de una poblacidn para un locus determinado. Siendo p la frecuencia
alélica de un alelo (por ejemplo "A") y g la frecuencia del ofro alelo del
mismo gen (por ejemplo "a"), se tiene que las frecuencias genotipicas
serdn p? para el genotipo "AA", 2pg para el heterocigoto "Ad" y g2 para
"aa", de tal forma que: (p + g)2 = p2 + 2pqg + g2

Heterodimero: Con dos mondmeros distintos.

HLA: Antigeno leucocitario humano (del inglés Human Leukocyte

Anfigens).

HLA-DR2: Alelos HLA-DRB1*15 y DRB1*16
HLA-DRS: Alelos HLA-DRB1*11 y DRB1*12
HLA-DRé: Alelos DRB1*13 y DRB1*14

li: Cadena invariable.

KDa: Kilodaltons.

LEC: Lupus eritematoso cutdneo.




LECA:Lupus eritematoso cutdneo agudo.
LECC: Lupus eritematoso cutdneo cronico.
LECSA: Lupus eritematoso cutdneo subagudo.
LED: Lupus eritematoso discoide.

LES: Lupus eritematoso sistémico.

Ley de Hardy-Weinberg: Esta ley establece que en una poblacion
suficientemente grande, en la que los apareamientos se producen al azar
y gue no se encuentra sometida a mutacion, seleccidn o migracion, las
frecuencias génicas y genotipicas se mantienen constantes de una
generacion a ofra, una vez alcanzado un estado de equilibrio que
en loci autosdmicos se alcanza tras una generacion.

Loci: Plural de locus.
Locus: Region especifica en el genoma que indica la posicion de un gen.

MHC: Complejo principal de Histocompatibiidad (del inglés Major
Histocompatibility Complex).

Kb: Kilobases.

Mondmero: Del griego “mono” uno y “meros” parte. La forma mds simple
de una molécula capaz de reaccionar con ofra molécula similar para
formar una molécula mds grande.

Nonameérico: De nueve mondmeros.

SSOP: Sondas de oligonucledtidos especificos de secuencia (del inglés

Sequence Specific Oligonucleotide Probes).

SSP: Iniciadores especificos de secuencias, del inglés Sequence Specific

Primers.

Trimérico: De tres mondmeros.




Resumen

Introduccién y objetivo: El lupus eritematoso es una enfermedad autoinmune con
un amplio espectro de manifestaciones clinicas en donde se distinguen la forma
sistémica (LES) y la forma cutdnea (LEC). Como una de las asociaciones
genéticas reportadas con mds fuerza es el HLA, el objetivo de este estudio fue
comparar los alelos del HLA-DQAT1, DQB1 y DRB1 enfre LEC y LES.

Material y métodos: En este estudio tfransversal comparativo se incluyeron 31
pacientes con LEC y 41 pacientes con LES, de los cuales se tipificaron los alelos
especificos del HLA-DQAT, DQB1 y DRB1. Se compararon las frecuencias alélicas
mediante la prueba de x2 con correccion de Yates, se calculd la razén de

prevalencias y la OR de prevalencias de los alelos con sus respectivos IC95%.

Resultados: Los pacientes con LEC mostraron una frecuencia significativamente
mayor de los alelos HLA-DQA1*03:01:01 (A= 0.25, pc=0.002, RP= 2.4, OR= 3.5), HLA-
DQB1*03:02 (A= 0.219, p=0.006, RP= 2.3 y OR= 3) y HLA-DR4 (A= 0.22, pc=0.011, RP=
2.3, OR= 3.1), asi como del haplotipo HLA-DQAT1*03:01:01-DQB1*03:02 (A= 0.216,
p=0.006, RP= 2.3 y OR= 3.1). Mienfras que los pacientes con LES mostraron mayor
frecuencia de HLA-DQé6 (A= 0.123, pc= 0.03, RP= 0.3, OR= 0.2) y HLA-DRé (A= 0.2,
pc=0.009, RP= 0.4y OR=0.3).

Conclusion: Este estudio sugiere que el LEC y el LES siguen mecanismos
fisiopatogénicos distintos donde algunos alelos del HLA, de origen mexicano,

pudieran jugar un papel importante.
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Introduccion

El lupus eritematoso es una enfermedad autoinmune inflamatoria vy
cronica, caracterizada por la presencia de complejos inmunitarios y
autoanticuerpos dirigidos contra estructuras de la piel, las mucosas, las
serosas, las articulaciones, los rinones, el sistema nervioso central, vascular
y/o hematolégico. Dicha afeccion ocurre a diferentes grados de
intensidad, con un amplio espectro de manifestaciones clinicas, desde el
lupus eritematoso limitado solo a un érgano como la piel, hasta la
afeccion de diferentes érganos y sistemas con anficuerpos circulantes,

conocida como lupus eritematoso sistémico (LES).!-4

Lupus eritematoso cutdneo y sistémico

El lupus eritematoso cutdneo (LEC) se clasifica en agudo, subagudo,
intermitente (tUmido) y crénico. El lupus eritematoso cutdneo agudo (LECA)
puede ser localizado o diseminado. La forma localizada tipica es el
eritema malar en alas de mariposa, el cual es simétrico y respeta los surcos
nasogenianos (figura 1). Las formas diseminadas son menos frecuentes y
aofectan dreas fotoexpuestas de cara, fronco Yy extremidades,
denomindndose ‘“dermatitis lUpica fotosensible”, con ftres formas de
presentacion clinica: 1) Mdculas, pdpulas y placas eritematoescamosas; 2)

Erupcion morbiliforme o rash lUpico y 3) Lupus vesiculo-ampolloso. 23, 57

El lupus eritematoso cutdneo subagudo (LECSA) presenta placas
eritematoescamosas psoriasiformes, anulares o policiclicas, dispuestas en
dreas fotoexpuestas de cuello, fronco y extremidades superiores (Figura
2).2.3




El lupus eritematoso cutdneo intermitente (lupus tmido), se caracteriza por
placas eritemato-edematosas que se observan con mayor frecuencia en

mejillas (figura 3).2

El lupus eritematoso cutdneo crénico (LECc) Incluye al lupus discoide (LED)
y al lupus profundo.2 SEl LED es la forma de LEC mds frecuente y se observa
en caraq, piel cabelluda, orejas, V del cuello y superficies extensoras de los
miemlbros tordcicos. Las placas tipicas de LED tienen eritema, escama y
afrofia (figura 4).3. 7 El lupus profundo se caracteriza por la presencia de
nodulos subcutdneos que dejan foveas en cabeza, fronco y proximidad

de extremidades (figura 5).3.6




En el lupus eritematoso cutdneo agudo, subagudo, tUmido y discoide es
posible observar mucina en la dermis, sin embargo existen otros hallazgos
tanto clinicos como histoldégicos que permiten la distincion entre ellos: El
LECA tiene necrosis de queratinocitos, telangiectasias, extravasacion de
erifrocitos y neutrdfilos en el infiltrado inflamatorio; el LECSA presenta
edema con dano de interfaz vacuolar y liquenoide alternantes; el lupus
tumido tiene un linfiltrado inflamatorio linfocitario con mayor cantidad de
mucina en la dermis y el LED muestra atfrofia de la epidermis, vacuolizacion
de la capa basal, engrosamiento de la membrana basal de la epidermis y
del epitelio folicular, mucina enfre las fibras de coldgena de la dermis y un
infiltrado inflamatorio perivascular superficial y perianexial por linfocitos

(figura 6).2.3.7-9

El lupus profundo se denomina asi porque el infiltfrado inflamatorio estd en
la dermis profunda vy el tejido celular subcutdneo, a lo que se denomina

paniculitis lUpica (figura 7).3.8.9

]
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Figura 6. Imagen histolédgica de LED con (hqg) hiperqueratosis, (a) atrofia de la epidermis,
(vc) vacuolizacién de la capa basal, (mb) engrosamiento de la membrana basal y (mu)
mucina en la dermis.

Figura 7. Imagen histolégica de paniculitis IUpica

De acuerdo con los criterios de clasificacion del Colegio Americano de
Reumatologia, un caso de LES debe cumplir con cuatro o mdas de los

siguientes criterios: 10

]
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1. Eritema malar que respeta los pliegues nasolabiales.
Placas de lupus discoide.
Fotosensibilidad.

Ulceras orales o nasofaringeas indoloras.

o M 0D

Artritis no erosiva en dos o mds articulaciones periféricas,

caracterizada por sensibilidad a la palpacion, edema o derrame

arficular.

6. Serositis, la cual incluye pericarditis y/o pleuritis.

7. Proteinuria persistente mayor a 3 cruces o mds de 0.5 g/dia y/o
cilindros celulares.

8. Convulsiones y/o psicosis.

9. Anemia hemolitica, leucopenia menor de 4000/mm3, linfopenia
menor de 1300/ mm3 y/o tfrombocitopenia menor de 100 000/ mm?3
10. Antficuerpos anti-DNA nativo, anti-Sm, antifosfolipidos
(anticardiolipina IgM o 1gG, anticoagulante lUpico y VDRL falso

positivo).

11. Antficuerpos antinucleares.

Estos criterios deben ser aplicados con cautela en los pacientes con LEC,
ya que es muy facil que cumplan cuatro de estos criterios y, como no se
considera la confirmacion histoléogica de las lesiones cutdneas, son

catalogados errbneamente como LES.3 11

Practicamente todos los casos de LECA forman parte de LES y cuando se
exacerban indican actividad.2!! Los pacientes con LECSA suelen tener
recurrencias intermitentes y hasta un 15%, especialmente los hombres que
presentan la forma papuloescamosa, desarrolla nefropatia, anticuerpos
antinucleares, anti-DNA de doble cadena y leucopenia.? Estd reportado
que entre el 5y el 10% de los casos con LED y entfre el 10 y el 50% de los
pacientes con lupus profundo desarrollan LES, especialmente durante los

primeros 5 anos de evolucion,!%15 pero la mayor parte persiste con la

]
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enfermedad limitada a la piel, siendo su principal problema el estético, ya

que tanto el LED como el lupus profundo dejan cicatrices.3 11.12

Debido a la posibilidad de desarrollar LES, una vez que se diagnostica LEC
en un paciente debe solicitarse biometria hemdatica completa, proteinuria
de 24h, anficuerpos antinucleares, anfi-DNA de doble cadena, anti-Sm vy
evaluacion por parte de Reumatologia. El seguimiento debe ser semestral
y posteriormente anual,? prestando especial atencion en la presencia de
linfopenia, anticuerpos antinucleares a titulos >1:320, patron homogéneo o
moteado fino, y anticuerpos anti-DNA de doble cadena y anti-Sm, ya que

son los principales marcadores de evolucion a LES. 13-17

HLA
El Complejo principal de Histocompatibilidad (MHC, del inglés: Major

Histocompatibility Complex) en el humano se conoce como complejo HLA
(del inglés: Human Leukocyte Antigens), el cual se localiza en el brazo
corto del cromosoma 6 y abarca aproximadamente 3600 Kb. Este
complejo genético es el mdas polimdrfico e induce y regula la respuesta
inmunoldgica, discriminando lo propio de lo extrano. Se divide en fres

regiones denominadas clase |, clase Il y clase Il (Figura 8).18-22

La regidon clase | tiene una longitud aproximada de 1500 Kb y estd
conformada por 17 genes, de los cuales sélo se transcriben 6. Esta region
codifica para los antigenos cldsicos HLA-A, -B y -C, los cuales presentan
péptidos a las células T CD8+ y se encuentran ampliamente distribuidos en
las membranas de todas las células nucleadas, con densidad
particularmente alta en los linfocitos Ty B, pero ausentes en los eritrocitos y
los espermatozoides. Los genes clase | no cldsicos son el HLA-E, F, G, Hy X;
no son polimorficos y se expresan en el periodo embrionario para modular

la maduracioén y el mantenimiento intrauterino del feto.20.23

]
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La regién clase Il abarca 1000 Kb y tiene 3 subregiones: DP, DQ y DR,
ademdads de los genes DMA, DMB, DNA, DOB, LMP2, LMP7, TAP1 y TAP2. La
subregion DP estd localizada en el extremo centromérico, la DR en el
telomérico y la DQ en el centro (figuras 8 y 9). La subregion DR estd
formada por 10 loci: Un locus corresponde al DRA, que es poco
polimdrfico, y los nueve restantes al DRB, de los cuales sélo se expresan el
DRB1, 3, 4 y 5. El DRB1 codifica para las cadenas DRBI1, las mads
polimdrficas. La subregion DQ fiene cuatro loci: DQAT, DQA2, DQBI1 vy
DQB2, de los cuales sélo se expresan DQAT y DQB1, que codifican para las
cadenas a y B de las moléculas DQ. En la region DP hay dos genes, DPAT y
DPB1 (que codifican para las cadenas a y B que conforman las moléculas
DP) y dos pseudogenes, DPA2 y DPB2, que no se expresan. Los genes DR y
DQ estdn muy cerca uno del otro, por lo que se encuentran en
desequilibrio de ligamiento. El DP estd mas alejado de ellos, por lo que el

desequilibrio de ligamiento es débil o no existe (Figuras 8 y 9).20

Los genes clase Il son alfamente polimorficos y se expresan en las células
presentadoras de antigenos (CPAs, donde se incluyen macréfagos,
monocitos, células de Langerhans y células dendriticas), linfocitos B,
Linfocitos T activados, células epiteliales del timo, células endoteliales y en

algunas células tumorales.20. 21

La regidn clase Il no codifica para moléculas del HLA, sino para genes del
complemento, CyP21A y 21B (importantes en la sintesis de la 21-
hidroxilasa), Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a y -B), proteina de choque
térmico de 70 KDa (HSP-70) y proteinas asociadas a los transcritos de HLA-B
(BAT).20. 21 (Figura 9)

]
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« | | -

Centréomero DP DQ DR C 1INF B C A Telédmero
[ 1 |
[

Clase Il Clase lll Clase |

Figura 8. Organizacion genética del HLA

Figura 9. Mapa de genes del HLA, tomado de http://med.unne.edu.ar/catedras/bioquimica/hla.htm

Haplotipos del HLA

Los genes del HLA estdn ligados estrechamente y forman haplotipos que
se heredan de cada padre siguiendo un patrdn mendeliano, de tal
manera que dos hijos tienen 25% de probabilidad de ser idénticos en su
HLA (dos haplotipos idénticos), 50% de ser HLA haploidénticos (compartir
un haplotipo) y 25% de no compartir haplotipos (figura 10). Ciertos
haplotipos son mds frecuentes en algunas poblaciones, como el HLA-A1-

B8-DR17 en europeos, lo cual se llama desequilibrio de ligamiento.20

]
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Papd ~— | Mama
aobp c d
Al A3 A2 A29
B8 B7 B44 B44
DR17 DR15 DR4 DR7
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ac ad b ¢ b d
A1 A2 A1 A29 A3 A2 A3 A29
B8 B44 88 B44 B7 B44 B7 B44
DR17 DR4 DR17 DR7 DR15 DR4 DR15 DR7

Figura 10. Herencia mendeliana de los haplofipos del HLA

Moléculas clase Il del HLA

Los productos de los genes clase Il del HLA son heterodimeros unidos a la

membrana plasmdtica que estdn conformados por dos cadenas
polipeptidicas glucosiladas, la cadena ligera a y la cadena pesada .
Ambas cadenas estdn unidas de forma no covalente, tienen una porcion
extracelular conformada por los dominios a-1 y a-2 de la cadena a vy los
dominios B-1y B-2 de la cadena B, una porcion transmembrana (TM) y una
porcion infracitoplasmica (CY). El dominio B-1 (DRB1, DQB1 y DPB1) es el
sifio mas polimorfico de las moléculas clase |l y junto con el dominio a-1
conforman el nicho de unidn de péptidos, capaz de unir péptidos de 12

aminodcidos o mas (Figura 11).20-2¢6

Clase Il
Sitio de unién de
péptidos

aC ! )

o s

Membrana

Citoplasma

Figura 11. Estructura de las moléculas clase Il del HLA.
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Las cadenas a y B se ensamblan en el retficulo endopldsmico con ayuda
de la calnexina e inmediatamente se asocian con la cadena li, codificada
en el cromosoma 5, que evita que el sitio de unidn de péptidos se
ocupe.2l. 25. 26 Llg mayoria de las cadenas li se remueven por protedlisis
dependiente de catepsinas B y D antes de que las moléculas clase Il se
acumulen en los compartimientos pre-lisosdbmicos y, una vez que se
fragmentan las cadenas li, se genera un péptido llamado CLIP (del inglés:
Class Il associated Invariant Peptide), el cual cubre el sitio de union de
péptidos de las moléculas clase Il y las mantiene en una conformacion
relativamente inestable que es receptfiva a los péptidos antigénicos
infroducidos por via endocitica y degradados por las catepsinas A y B. Las
moléculas HLA-DM, también presentes en los compartimientos pre-
lisosdmicos, catalizan la eliminacion del CLIP con dependencia de pH
bajo, haciendo que las moléculas clase Il tengan una conformacion
altamente estable y con mayor capacidad de unir péptidos. El
mecanismo por el que las moléculas clase Il se liberan del compartimiento
pre-lisosdmico para expresarse en la superficie celular no es del todo claro,
pero los estudios con microscopia electronica sugieren que el
compartimiento que lleva a las moléculas clase Il con los péptidos se
fusionan a la membrana celular y de esta manera se expresan en la

superficie para ser presentados a las células T (Figuras 12 y 13).21.26-30

Figura 12. Formacién del péptido CLIP
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Figura 13. Procesamiento de antigenos por las moléculas clase Il Del HLA. Tomado de:
http://labmed.hallym.ac.kr/immunogenetics/NEJM-HLA.htm9 de Nov., 2011*

Las variaciones en los aminodcidos de los agentes patdgenos existentes en
cada region geografica son capaces de producir cambios estructurales
en el sitio de unidon de péptidos de las moléculas del HLA. Es por eso que
las moléculas del HLA difieren entre las poblaciones debido a la evoluciéon

por seleccion natural .20

A diferencia de los receptores de células T y B, que son distintos en cada
linfocito de un mismo individuo, las moléculas del HLA son iguales en todas
las células de una misma persona, aunque distintas entre individuos. Asi, en
una misma poblacion, existen individuos con moléculas del HLA capaces
de unir ciertos péptidos antigénicos de organismos patdgenos, pero otros
no, pudiendo facilitar o dificultar su entrada a las células. De esta manera,
algunos individuos son susceptibles mientras que otros son resistentes a las
enfermedades inducidas por microorganismos.20.31 Otras posibilidades de
asociacion del HLA con enfermedades inducidas por agentes patdgenos

son: 1) Que el HLA intervenga en el timo durante la seleccion de linfocitos,

]
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determinando cudles antigenos deberdn presentarse a los linfocitos T, 2)
que las células T toleren a algunos patdgenos y 3) que exista mimetismo

molecular enfre los anfigenos infecciosos y los propios del individuo.1?

Para detectar antigenos y alelos del HLA, estan disponibles los métodos
celulares (microlinfocitotoxicidad de Terasaki y cultivo mixto de linfocitos) y
los métodos de Biologia Molecular (SSP y SSOP). EIl método de
microlinfocitotoxicidad celular mediada por anticuerpos funciona a través
de la reaccion de un antficuerpo contra las moléculas de HLA presentes en
la superficie celular. En el cultivo mixto de linfocitos, las especificidades del
HLA son definidas por células con un fenotipo conocido. Los linfocitos T se
usan para tipificar al HLA-A, By C, y los linfocitos B para el HLA-DR y DQ. Las
técnicas de Biologia Molecular no tipifican las moléculas de HLA
expresadas en las superficies celulares, sino a los alelos o grupos de alelos.
Después de extraer el DNA de las células, se amplifica por reaccion en
cadena de polimerasa (PCR) y asi, la tipificacion de los alelos del HLA se
puede realizar por los métodos SSP (Sequence Specific Primer 6 Iniciadores
especificos de secuencias que amplifican un alelo o un grupo de alelos) y
SSOP (Sequence Specific Oligonucleotide Probe & sonda de
oligonucledtidos de secuencias especificas), diseshadas para reconocer

uno o algunos alelos de cierto grupo, mediante hibridacion.!?
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Antecedentes

Una enfermedad autoinmune se desarrolla cuando los individuos
genéticamente predispuestos intferactian con agentes ambientales que
desencadenan la enfermedad vy, una vez desencadenada la respuesta
inmunitaria, ésta se propaga hasta que entran en juego factores
reguladores que limitan o aumentan el proceso, por lo que se conocen

cuatro fases: Predisposicion, induccion, propagacion y regulacion.2 13,32

A pesar de la heterogeneidad fenotipica del lupus eritematoso, la fuerte
confribucion genética en la susceptibilidad a la enfermedad se demuestra
con la gran heredabilidod de la enfermedad (>66%), la fuerte
concordancia en gemelos monocigotos mds que en gemelos dicigotos o
hermanos (24-56% versus 2-5%, respectivamente), y la alta razén de riesgo
en hermanos de pacientes con LES (entre 8 y 29 veces mds que en la

poblacion general).33-35

En el lupus eritematoso sistémico, donde muchas vias, procesos y tipos
celulares determinan la forma clinica de la enfermedad, la base genética
es muy compleja, existiendo asociacidon con genes que codifican para
proteinas que participan en el procesamiento de complejos inmunes, €l
funcionamiento de los receptores tipo Toll, la produccién del interferdn tipo
I, la transduccion de senales inmunolégicas de linfocitos y en la
presentacion, procesamiento y depuracidon de células apoptdticas por

parte de las células presentadoras de antigenos (figuras 17 y 18).32.36,.37

Los estudios epidemioldgicos en LES demuestran un alto interés en estudiar
las bases genéticas de la enfermedad. Son comunes los estudios de casos
y controles de genes candidatos para evaluar si un marcador genético de
prueba estd presente en una frecuencia mayor en pacientes con LES que

en controles sanos pareados por etnicidad. Los genes candidatos se
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escogen con base en su relevancia funcional en la patogénesis de la
enfermedad y con este abordaje se ha establecido exitosamente que los
genes de las variantes clase Il del HLA y del receptor Fcy (FCyR) confieren
predisposicion para LES, asi como la deficiencia de los componentes del
complemento C1qg, C2 o C4.33 Ofros estudios refieren que de todos los
genes involucrados en LES, los que confieren mayor susceptibilidad son
TREX1, Clqg, C4(A y B), C2 TNFAIP3, HLA-DR2 y DR3 en orden
descendente,12.38 y de éstos genes, el TNFAIP3 (OR= 2.3), el HLA DR2 (OR=
2.0) y el HLA-DR3 (OR= 2.0) estdn confirmados por estudios de asociacion
en fodo el genoma (GWAS, por sus siglas en inglés Genome-Wide

Association Study),3¢ entre otros (Cuadro 1).34. 37, 39-43

Los estudios GWAS utilizan cientos de miles de marcadores microsatélites
multialélicos que son distribuidos a intervalos gendmicos de 10-15 Kb a lo
largo de todo el genoma, para identificar regiones cromosdmicas que
confieren riesgo y que son compartidas enfre multiples miembros
afectados de una o varias familias o en una gran muestra de casos y
controles.33 34 3¢ La asociacion genética mas fuerte hasta ahora en

Americanos con ascendencia europea es el HLA 35 44

Figura 17. Genes de los procesos involucrados en la predisposicidon
a lupus eritematoso. Adaptado de: Harley |, Kaufman K, Langefeld
C, Harley J, Kelly J. Genetic Susceptibility fo Lupus3é
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Figura 18. Mecanismos involucrados en el desarrollo de enfermedades autoinmunes.33

HLA en lupus eritematoso
Como la mayoria de las enfermedades autoinmunes humanas, los genes
del HLA muestran una fuerte asociacion con LES, en especial las moléculas

clase [.34

Las moléculas clase Il del HLA se encargan de presentar péptidos
antigénicos a las células T CD4+, resultando de suma importancia la
distincion entre péptidos propios y extranos. El extenso polimorfismo de
estas moléculas incide en la estructura de los péptidos unidos, generando
respuestas inmunitarias distintas entfre los individuos. Las enfermedades
autoinmunes se presentan en todos los grupos étnicos, pero su frecuencia
y manifestaciones clinicas pueden ser distintas, al igual que sus alelos clase
Il del HLA, sugiriendo variabilidad en los péptidos que inducen

autoinmunidad segun la zona geogrdfica estudiada.4s
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Cuadro 1. Genes fuertemente relacionados con LES33

Estudio Fuerte evidencia (OR) Buena evidencia (OR)
Establecida Nueva Establecida Nueva
Europeos
Hom HLA-DR3(ND) C8orf13-BLK (1.4) - -
IRF53(ND) ITGAM-ITGAX (1.3)
STAT4(ND)
Harley Region del HLA (1.4-2.3) ITGAM (1.3-1.7) PTPN22 (1.5) ATGS (1.2)
IRFS5 (1.3-1.6) PHRF (1.3) FCGR2A (1.4) UBE2L3 (1.2)
STAT4 (1.5) PXK (1.3) SCUBET (1.3)
XKRé (1.2-1.3)
BLK (1.2)
LYN (1.3)
Kozyrev - BANKI (1.3) - -
Graham Regién del HLA (ND) BLK (1.3) - ITGAM (ND)
IRF53(ND) TNFAIP3 (2.3)
STAT4(1.5)
Gateva HLA-DRBI (2.0) ITGAM (1.4) IRAK1-MECP2 (1.1) UBE2L3 (1.2)
IRF5 (1.9) BLK (1.4) ATGS5 (1.2)
STAT4 (1.6) TNFAIP3 (1.7) PXK (1.2)
PTPN22 (1.4) PHRF1 (1.2) IKZF1 (1.2)
TNFSF4 (1.2) TNIPI (1.3) SLCI15A4 (1.1)
IL10 (1.2) PRDMI-ATGS (1.2)
JAZF1 (1.2)
UHRFIBPI (1.2)
Asidticos
Han Region del HLA (1.9) BLK (1.3-1.4) - -
IRF5 (1.4) PRDMI-ATGS (1.3)
STAT4 (1.5) TNFAIP3 (1.7)
TNFSF4 (1.4-1.5) HIC-UBE2L3 (1.3)
IKZFI (1.4)
RASGRP3 (1.4)
SLC15A4 (1.3)
TNIPI (1.3)
ETST (1.4)
LRRC18-WDFY4 (1.2)
Yang Regién del HLA (1.8-2) ETS1 (1.3) IRF5 (1.5) TNFAIP3 (1.9)
STAT4(1.7) WDFY3 (1.3) BLK (1.6)

Fuerte evidencia: OR del gen con p<5x108
Buena evidencia: OR del gen con p<5x10%

Establecida: Loci identificados por estudios de genes candidatos y GWAS

Nueva: Loci identificados sélo por GWAS

ND: No determinado

HLA-DRB1 en LES

De los estudios de asociacion de HLA DR vy lupus eritematoso publicados

hasta el momento, la mayoria se ha realizado en pacientes con LES.

Dichos estudios se han llevado a cabo en distintas zonas geogrdficas, pues

es bien conocida la variabilidad del HLA por etnicidad.?0

Un estudio llevado a cabo en 3 grupos con LES de los Estados Unidos

demostrd que los alelos mas frecuentes fueron HLA-DRB1*0301 (DR3) en
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individuos con ascendencia europea, DRB1*1503 (DR2) en afroamericanos

y DR8 en hispanos.4¢

Las asociaciones mds consistentes en europeos con LES son con el HLA-
DR2 (DRB1*1501) y el HLA-DRS3, especialmente el HLA-DRB1*0301 tanto en
Europa del norte como del occidente. 4 34 42.46-63 Esta asociacion también
se ha observado en canadiensesé4 y estadounidenses con ascendencia
europeqa,® aunque también en pacientes de Africa,ss la Indiasé vy
Latinoameérica.s2 En México los alelos mds frecuentes en pacientes con LES,
comparados con controles sanos, corresponden al HLA-DR3 y al HLA-DR7,¢7
principalmente el HLA-DRB1*0301 y, en menor medida, el HLA-DRB1*0802 y
el HLA-DRB1*1101 (DRS5).63

El HLA-DR2 estd reportado con mayor frecuencia en asiaticos con LES¢873
(HLA-DRB1*1501 en japonesesé® y HLA-DRB1*1502 en tailandeses)’d vy
ademds se ha asociado con nefropatia [Upica.’0. 74 75 Este alelo también
estd reportado en estadounidenses con ascendencia europedq,387¢6-78
afroamericanos (HLA-DRB1*1503),4¢ europeos,4 77 sudafricanos®® vy
mexicanos de Jalisco.8! Otros alelos asociados con LES son el HLA-DR13
(DR6) en Espana,*? el HLA-DRS5 en Egipto®? y el HLA-DR? en Coreaq, este
Ultimo ademds asociado con formas leves de LES, comparado con
aqguellos que presentan nefropatia lUpica, donde el HLA-DR2 es mds

frecuente.’0

Cuando se compararon los alelos del HLA-DRB1 en pacientes con LES del
norte de Espana e hispanoamericanos de los Estados Unidos, se encontrd
una frecuencia mayor de HLA-DRB1*08 y ausencia de HLA-DRB1*0301en
hispanoamericanos, en quienes ademds el LES solia ser mdas grave (con

mdas manifestaciones neuroldgicas y renales) .83

Reveille y colaboradores estudiaron proporciones equivalentes de

individuos con LES de los Estados Unidos con ascendencia europeaq,
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africana e hispana, observando que el HLA-DRB1*0301 (DR3) fue el alelo
mas frecuente en aquellos con ascendencia europeaq, el HLA-DRB1*1503
(DR2) el mds frecuente en afroamericanos y el DRB1*08 (DR8) en hispanos.
Los afroamericanos e hispanos mostraron mayor puntaje de actividad de
la enfermedad, mayor dano renal y mayor frecuencia del HLA-DRB1*01,
ademds de mayor dano cardiaco en hispanos y neuroldégico en

afroamericanos.4¢

Se ha reportado que el HLA-DR4 se asocia con un menor riesgo de LES44y,
en presencia de LES, con menor riesgo de nefropatia lUpica.84 Por otro
lado, en quienes padecen nefropatia [Upica el HLA-DRé es menos
frecuente, mientras que en los pacientes con LES y vasculitis tanto el HLA-

DR1 como el HLA-DR7 son menos frecuentes.s!

HLA-DRB1 en LEC

Existen pocos estudios de asociacion del HLA con lupus eritematoso
cutdneo. Cuando se compararon los alelos del HLA-DRB1 entre distintas
formas clinicas de LEC y LES en japoneses, se observd mayor frecuencia de
HLA-DRB1*1501 tanto en LED como en LES, comparado con LECSA vy lupus
tUmido.85 8 Cuando se han comparado estos alelos en pacientes con LED
y controles sanos, en LED han sido mas frecuentes el HLA-DRB1*16 y el HLA-
DR4 en México,8” el HLA-DR2 y el HLA-DR3 en Alemaniagé y el HLA-DRwé en
los Estados Unidos (tanto en individuos con ascendencia europea como

africana).8?

HLA-DQAT1 en LES

Al comparar los alelos del HLA-DQAT1 en pacientes con LES y controles
sanos, en LES se ha observado mayor frecuencia del HLA-DQA1*0501 en
Espana,#? Reino Unido,?¢ Noruega,’* Dinamarcas? y Tunez;2 y el HLA-
DQA1*0102 en Jalisco,8! China?! y Tunez.?2 El HLA-DQA1*0101 se reportd en
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asociacion con nefritis [Upica en Italia, donde al parecer el HLA-

DQA1*0102 es protector contra el dano renal.’4

HLA-DQB1 en LES

En estudios comparativos de casos con LES y conftroles sanos, los alelos mas
frecuentes en LES son el HLA-DQB1*0402 en Jalisco, quienes ademdads
mostraron disminucion del HLA-DQB1*0303 y del HLA-DQB1*0501,8!
conftrario a lo reportado en Tailandia,”3 Malasia?! y Taiwdn,?3 donde el HLA-
DQB1*0501 fue mas frecuente en los pacientes con LES. Ofros alelos del
HLA-DQB1 reportados con mayor frecuencia en LES son el HLA-DQB1*0601
en Malasia?! e Irdn,?4 el HLA-DQB1*0602 en Japdn,s8 el HLA-DQB1*0609 en
Iran?4 y el HLA-DQB1*0201 en Noruega,’* Alemania? y Hungria.0 En Iran
ademds se observa con mayor frecuencia la combinacion delHLA-
DQB1*0501 y *0504 y del HLA-DQB1*0601 y *0609, con disminucion del HLA-
DQB1*0301 y el HLA-DQB1*0304.74

HLA DQ en LEC
Sélo estd reportada una mayor frecuencia delHLA-DQA1*0102 en

pacientes con LEC de Austria comparado con controles sanos.?é

Haplotipos DQ-DR en LES

Estudios europeos de comparacion de la frecuencia haplofipica del HLA-
DQ-DR entre pacientes con LES y controles sanos han demostrado mayor
frecuencia del haplotipo HLA-DQ2/DR3 en los pacientes con LES,
especificamente el HLA-DQB1*0201-DRB1*0301.97 En el Reino Unido,42 ¢! al
igual que en Alemania,?s los Estados Unidos4 y Latinoamérica,s2 63 el
haplotipo HLA-DQA1*0501-DQB1*0201-DRB1*0301 fue mds frecuente en los
pacientes con LES. En Alemania, ademds del haplotipo HLA-DQA1*0501-
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DQB1*0201-DRB1*0301, también el HLA-DQA1*0102-DQB1*0602-DRB1*02 fue

mds frecuente en los pacientes con LES.?5

En México existen dos estudios que comparan dichos haplotfipos en
pacientes con LES y controles sanos, uno de la ciudad de México donde
los haplotfipos HLA-DQA1*0501-DQB1*0201-DRB1*0301, HLA-DQA1*0401-
DQB1*0402-DRB1*0802¢3 y HLA-DQA1*0101-DQB1*0501-DR1,%8 fueron mas
frecuentes en los pacientes con LES, similar a lo reportado en el Reino
Unido#? y los Estados Unidos;4 mientras que en la serie de Jalisco el
haplotipo mas frecuente fue el HLA-DQA1*0102-DQB1*0602-DRB1*15,8!
similar a lo observado en japoneses (HLA-DQA1*0102-DQB1*0602-
DRB1*1501)¢8 y estadounidenses (HLA-DQB1*0602-DRB1*1501).4

Al comparar los haplotipos del HLA de pacientes con LES de Europa y
Egipto se observd que el HLA-DQB1*0301-DRB1*1303 era mds frecuente en
europeos.82 Un estudio de familias de pacientes con LES de los Estados
Unidos que compard los haplotipos de HLA entre personas con
ascendencia europeaq, africana e hispana demostrd la existencia de tres
haplotipos de riesgo: el HLA-DQB1*0602-DRB1*1501 (DQ6/DR2), el HLA-
DQB1*0201-DRB1*0301  (DQ2/DR3) 'y el HLA-DQB1*0402-DRB1*0801
(DQ4/DR8), confiiendo mayor riesgo el haplotipo que incluia al HLA-
DRB1*0301, seguido por el del HLA-DRB1*1501 y el del HLA-DRB1*0801. Casi
dos terceras partes de los pacientes con LES tenian al menos uno de estos
haplotipos de riesgo, es decir, 63.9% eran heterocigotos para el haplotipo

de riesgo.??

Haplotipos HLA-DQ-DR en LED
Un estudio alemdn entre casos con LED y controles sanos, reportd mayor

frecuencia de HLA-DR3-DQw1 en los pacientes con LED.88
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Problema y justificacion

La prevalencia del LES en poblacion general es de 1 en 2000 individuos
(0.05-0.1%), especialmente en mujeres a razon de é a 10 por cada
hombre4 100 vy, aunque la prevalencia es relativamente baja, este
padecimiento genera grandes costos sociales en los servicios de salud, ya
que frecuentemente afecta a adultos jovenes en edad productiva, tiene

gran morbilidad y mortalidad temprana. @

Por otfro lado, la incidencia anual media reportada del LECc es de 2.59 por
cada 100 000 habitantes, siendo el LED y el lupus profundo las formas
clinicas mds frecuentes.’01-103 Ambas tienen buen prondstico, ya que
suelen limitarse a la piel y, aunque dejan cicatrices y secuelas con
implicaciones estéticas, si llegan a desarrollar LES (entre 5y 10% de los LE,
especialmente durante los primeros 5 anos), éste tfiene una expresion

mucho mds leve 3. 11.16-18

Ante la notable diferencia en el comportamiento clinico de estas formas
de LEC y el LES que no va precedido de manifestaciones cutdneas, surgio
la inferrogante de si estas dos formas de presentacion de la enfermedad
pudieran tener caminos fisiopatogénicos distintos,!! por lo que en este
estudio decidimos comparar las frecuencias de los alelos de tres genes
clase Il del HLA: DRB1, DQAT1 y DQBI1, ya que en estudios previos, éstos
figuran entre los genes con fuerte asociacion en LES y con mayor nivel de

evidenciqa. 33-35, 44, 46,100

Pregunta de investigacion

s2Son diferentes los alelos de HLA-DQAT1, DQB1 y DRB1 de los pacientes con
lupus eritematoso limitado a piel a los de los pacientes con lupus

eritematoso sistémico?
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Objetivo

Comparar las frecuencias de los distintos alelos de HLA-DQAT1, DQBI1 vy

DRB1 entre los pacientes con lupus eritematoso limitado a piel y LES.

Hipotesis

Prueba de hipdtesis para proporciones de los alelos de HLA-DQAT, DQB1 vy
DRB1.

P1= Proporcién del alelo en pacientes con LEC

P2= Proporcion del alelo en pacientes con LES

Hipotesis nula (HO): Los alelos de los pacientes con lupus eritematoso
limitado a piel son iguales a los de los pacientes con LES. (P1=P2)

P1HiA-DQAI-P2HIA-DaAT = 0 es decir, P1Hia baa1=P2HiA Daal
P1Hia-pae1-P2HiA-Dae1 = O es decir, P1Hia pasi-P2HLA bag1

P1HLa-DrB1-P2HLADRBT = O €s decir, P1hia-Dre1=P2HLA-DREI

Hipotesis alterna (H1). Los alelos de los pacientes con lupus eritematoso
limitado a piel son diferentes a los de los pacientes con LES. (Esta es la
hipotesis del trabajo, P1#P2).

P1uia-paal-P2uia-paa1# O es decir, P1Hia pa1#EP2H1A paar
P1uia-paei-P2Hia-pasi# O es decir, P1uia pqe1#P2HLA bas1

P1HLa-DRB1-P2HLA-DRB1#Z0 €5 decir, P 1HiA-DRB1#EP2HLA-DRBI

Diseno

Estudio transversal comparativo.
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Material y métodos

Universo de estudio
Pacientes de Reumatologia y Dermatologia del Hospital General Dr.

Manuel Gea Gonzdlez.

Poblacion de estudio

Pacientes con lupus eritematoso limitado a piel y pacientes con LES.

Cdiculo del tamano de la muestra

El estudio que mejor define a los confroles es el realizado por Martin-Villa
en Espana, puesto que se aseguraron de que estos no tuvieran datos
clinicos de LES y que fueran negativos para anticuerpos anfinucleares vy
anti endonucleasas. En este estudio se observd una diferencia
estadisticamente significativa en el HLA-DR3, con mayor frecuencia de
este gen en los pacientes con LES respecto a los controles (52% y 27%
respectivamente, A=25%) y HLA-DQA1*0501 (69 vs 44%, A=25%) .4

Con estos datos es posible calcular el tamano de la muestra mediante la

formula de proporciones para dos muestras independientes:

n=p0g0 (Za + 7B {¥ p1g1/p0g0})?
(P1-p0)2

Cdlculo de tamano de muestra para HLA-DR4®

p0= Proporcion de HLA-DR3 en los controles sin LES= 0.27
q0=1-p0=0.73

p 1= Proporciéon de HLA-DR3 en pacientes con LES= 0.52
gl=1-p1=1-0.52=0.48

n=p0qg0 (1.96 + 0.84 { p1g1/p0g0})2= 0.27 x 0.73 (1.96 + 0.84 {/ 0.52 x 0.48/ 0.27 x 0.73})2=31.45
(p1-p0)? (0.5-0.27)2
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Cdlculo de tamano de muestra para HLA-DQ#®

p0= Proporciéon de HLA-DQAT1*0501 en los controles sin LES= 0.44
g0=1-p0= 1-0.44=0.56

p1= Proporcién de HLA-DQA1*0501 en pacientes con LES= 0.69
gl=1-p1=1-0.69=0.31

n=p0qg0 (Za + ZB { p191/p0g0})2= ([0.44][0.56])(1.96 + 0.84 {¥/ [0.691[0.31]/[0.44][0.56])2= 29.71
(p1-p0)2 (0.69-0.44)2

Criterios de inclusién
*Para el grupo de LECc: Pacientes con diagndstico de LECc por
correlacion clinico patoldgica, con 5 anos o mdas de evolucion.
*Para el grupo de LES: Pacientes con positividod a antficuerpos
anfinucleares a fitulos de 1:320 o mayor, anticuerpos anti-DNA de doble
cadena o anti-Sm, mas uno o mas de los siguientes:
- Afeccion renal (proteinuria persistente de 0.5g/dia o mayor,
cilindruria o biopsia renal con algun grado de nefropatia lUpica)
- Afeccion artficular (artritis no erosiva de 2 o mds articulaciones
periféricas en la que se descarten otras causas)
- Afeccion neuroldégica (convulsiones o psicosis que no se deban a
otras causas identificables)
- Afeccion de serosas (pleuritis, pericarditis en las que se descarten
otras causas)
- Afeccidn hematolégica (leucopenia de 4000/mms3, linfopenia de
1500/mm3 o menor, trombocitopenia de menos de 100 000/mms3 o

anemia hemolitica) en las cuales se descarten otras causas.

Criterios de exclusion

*Para el grupo de LECc: Pacientes que en algun momento del transcurso
de la enfermedad hubieran mostrado linfopenia menor o igual a 1500/
mm3, proteinuria persistente de 0.5g/dia o mayor, cilindruria o fitulos de

anticuerpos antfinucleares mayores o iguales a 1:320, datos francos de
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afeccién sistémica por lupus eritematoso o cualquier enfermedad de
tejido conectivo (sindrome de Antficuerpos Antifosfolipidos, esclerosis
sistémica, sindrome de Sjégren, dermatomiositis, artritis reumatoide,

efC.).13,]4, 103

*Para el grupo de LES: Pacientes que tuvieran ademdads otras enfermedades
autoinmunes sistémicas, como sindrome de sobreposicidon o enfermedad
mixta de tejido conectivo (excepto Sindrome de Anficuerpos

Antifosfolipidos secundario al LES).

Criterios de eliminacion

De ambos grupos se eliminaron los casos en quienes no fue posible extraer
el DNA o ftipificar el HLA por errores en el almacenamiento o
procesamiento (cantidad insuficiente, defectos en la fécnicaq,
almacenamiento, etc.) y que no pudo tomarse una nueva muestra de
sangre, ya sea porque no fue posible contactar nuevamente al paciente

0 porgue no aceptd una segunda toma de muestra.

A. RECLUTAMIENTO DE PACIENTES

Se identificaron los pacientes en la consulta externa de Dermatologia y
Reumatologia, asi como en las bases de datos de Dermatopatologia. Se
revisaron los expedientes y fodos tuvieron revision Dermatoldgica vy
Reumatolégica para aplicar los criterios de seleccion. Tras identificar a los
casos que cumplian con los criterios de inclusion y no tenian ningun criterio
de exclusion, se les invitd a participar en el estudio, ya sea personalmente,
via telefénica o por telegrama. Tras explicar en qué consistia el estudio,
quienes aceptaron participar firmaron una carta de consentimiento
informado (anexo 1), tras lo cual se obtuvo una muestra de 6mL de sangre
venosa periférica, la cual se colectd en tubos con EDTA (Benson Dickinson)

y se refrigeraron a 4°C hasta el momento de la extraccion de DNA.
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B. EXTRACCION DE DNA'04 105(material, reactivos y en anexo 2)

Dia 1
1.

Dia 2

Se coloco solucion de lisis | en un vaso de precipitado sobre hielo,

lista para agregarla a cada una de las muestras de sangre.

. Se decantd la muestra de sangre en un tubo de polipropileno de

15mL y los tubos con EDTA que la contenian se enjuagan con
solucidon de lisis para aprovechar al méximo el DNA existente y esta
solucion de “enjuague” se anadié a los fubos de polipropileno con

sangre.

. Se centrifugd la muestra de sangre con la solucion de lisis durante 15

min a 3000 rom y a 4°C (para que la interfase se compactara).
Después se ddecantd el sobrenadante en el frasco de residuos y se
homogeneizd el botdn con pequenos golpecitos al fubo.

Se volvieron a lavar los tubos iniciales de polipropileno con el agua
de lisis hasta que ésta quedd completamente transparente,
colocdndola cada vez en el ftubo con el boton de DNA vy
centrifugando después hasta que el botdn de DNA se observara

blanco y el agua transparente.

. Se decantd el sobrenadante, quedando el botdn blanco en el

fondo.

. Finalmente se agregaron 4mL de proteinasa K y se dejé en bano

Maria durante toda la noche.

. Se retiraron los tubos con el botdn de DNA del bano Maria.

Por cada muestra se colocaron cinco tubos de polipropileno de
13mL y una pipeta de fransferencia en una gradilla, los cuales se

marcan para identificarlos perfectamente.

. Se agregaron 4mL de la fase inferior del frasco con fenol saturado al

tubo 1 (que tiene la muestra de DNA vy proteinasa K) y al tubo 2.
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Se centrifugd el tubo 1 durante 15minutos a 3000 rom en la

centrifuga refrigerada a 4°C.

. Se tomd la parte superior acuosa que quedd separada tras la

centrifugacion y se anadié al tubo 2, lo cual también se centrifuga.

. La parte acuosa superior del tubo 2 centrifugado se colocd en el

tubo 3 al cual se le anadieron 4 mL de fenol-cloroformo y se
cenftrifugo.

En el tubo 4 se anadieron 4 mL de cloroformo/alcohol isoamilico y la
parte acuosa del tubo 3 centrifugado y se centrifugd.

En el tubo 5 se anadieron 4mL de alcohol isopropilico, 120uL de NaCl
SMy la parte superior acuosa del tubo 4. Tras esto, ya fue posible

visualizar el DNA con forma de medusa.

Cuantificacion del DNA

1.

El DNA flotante se colectd con la punta de una micropipeta y se
coloco en un tubo de 1.5mL, el cual se cenfrifugd durante Tminuto a
12000 xg y a 4°C con la finalidad de compactar la pastilla de DNA.
Tras decantar el sobrenadante, cuidando de no eliminar la pastilla
de DNA, se anadié 1mL de etanol frio al 70% y se centrifugd durante
1 minuto a 12000 xg, 4°C.

. Se elimind el sobrenadante y se dejo secar a temperatura ambiente

con el fubo destapado.

Luego se resuspendié el DNA en TmL de TE (Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM;
EDTA, pH 80, 1T mM). Para que el DNA se resuspenda
completamente, puede dejarse 2 o 3 dias a 4°C o 30 min a 53°C,

mezclando suavemente varias veces.

. El DNA recién extraido se leyd a 260nmy se multiplicdé por 50 (el

coeficiente de extincion molar del DNA), expresando la lectura en
ug/mL. También se leyd a 240 y a 280 nm para evaluar la pureza del

DNA. Se obtuvo la razédn de las lecturas a 260/280 nm (para evaluar
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contaminacién con proteinas) y a 260/240 nm (para evaluar

contaminacién con fenol), siendo lo esperado obtener razones entre

1.7y 2

C. AMPLIFICACION DEL DNA' 197 (reactivos en el anexo 3)

Para cada individuo se amplificd el segundo exdn de los loci DQAT, DQBT

y DRB1.

Preparacion de la mezcla de amplificacion

Para DQ: En un tubo de 0.5 mL se colocaron3 uL de DNA vy se aford con

agua a 60 ul. En ofro tubo de 0.5mL se colocd lo siguiente:

dNTPs 10X 10 uL

Buffer 10X 10 uL

BSA 10 uL

MgCl2 50mM 4 ul

Iniciador A (Fw) (25 pmol) 1.5 uL (Cuadro 2)
Iniciador B (Rv) (25 pmoles) 1.9 uL

Tag-Pol 0.4 uL

HO 122 ul

Total 140 pL

CUADRO 2. INICIADORES A y B PARA LA AMPLIFICACION DE LOS LOCI HLA-DQ!0¢. 108

Nombre Codones Secuencia Tamano de
exoén 2 la banda

DQA1

2DQAAMP-A 11-18 AT GGT GTA AACTTIGTAC CAGT 229 pb

2DQAAMP-B 80-87 TT GGT AGC AGC GGT AGA GITG

DQB1

2DQBAMP-A 13-20 C ATG TGC TAC TTC ACC AAC GG 214 pb

2DQBAMP-B 78-84 CTG GTA GTT GTG TCT GCA CAC
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Para DR: Se colocaron 7 uL de DNA en un tubo de 0.5 mL y se aforé a

60 uLcon agua. En otro tubo de 0.5mL se coloco:

dNTPs 10X 10 uL
Buffer 10X 10 uL
BSA 1 ul

MgCl2 50 mM 6 uL

Iniciador A (Fw) 0.2uL  (Cuadro 3)
Iniciador B (Rv) 0.2 uL

Tag-Pol 0.3 uL
H2O 12.3 ulL
Total 40 pL

CUADRO 3. INICIADORES A y B PARA LA AMPLIFICACION DE LOS LOCI HLA-DR'0¢. 108

Nombre Codones Secuencia Tamano de
exoén 2 la banda

DR1-DRB1

2DRBAMP-1 8-14 TICTIG TGG CAG CIT AAG TT 259 pb

2DRBAMP-B 87-94 CCG CTIG CACTGT GAAGCTCT

DR2-DRB1

2DRBAMP-2 7-13 TIC CTG TGG CAG CCT AAG AGG 259 pb

2DRBAMP-B 87-94 EL MISMO QUE PARA DR1-DRB1

DR4-DRB1

2DRBAMP-4 6-13 GTTIC TTIG GAG CAG GIT AAA C 257 pb

2DR86AMP-GR 86-92 CTG CAC TGT GAA GCT CTC AC

2DR86AMP-VR 86-92 CTG CAC TGT GAA GCT CTC CA

DR52-DRB1

2DRBAMP-3 5-12 CA CGTTIC TTG GAG TAC TCT AC 260 pb

2DR86AMP-GR 86-92 EL MISMO QUE PARA DR4-DRB1

2DR86AMP-VR 86-92 EL MISMO QUE PARA DR4-DRB1

La cantfidad de agua se ajustd para que el volumen final fuera de 100 plL
por muestra. Estas cantidades estdn calculadas para la amplificacion de 1
muestra, por lo que para preparar la mezcla para todas las muestras, 1as
cantfidades de los reactivos se multiplican por el nUmero de muestras a

amplificar +1.
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El tubo con la mezcla recién preparada se centrifugd 10segundos y se
anadieron 40 uL de ésta a cada tubo de DNA. Al final se les aplicdé una
gota de aceite mineral, se taparon los tubos, se centrifugaron 10 segundos

y se colocaron en la mdaquina de PCR.

Para la amplificaciéon de cada gen, se repitieron 30 de estos ciclos de
desnaturalizacion, alineacion y extension para dar paso a una ultima

extension a72 °C durante 10 minutos (cuadro 4).

CUADRO 4. CONDICIONES PARA LA AMPLIFICACION DE GENES DE HLA106. 108

Gen Desnaturalizacién Alineacioén Extension MgCl:Final
DQAT 940C/ 1 min 550C/ 1 min 720C/ 1 min 1.5 mM
DQB1 940C/ 1 min 550C/ 1 min 720C/ 1 min 1.5 mM
DR1-DRB1 940C/ 1 min 560C/ 1 min 720C/ 1 min 1.5 mM
DR2-DRB1 940C/ 1 min 620C/ 1 min 720C/ 1 min 1.5 mM
DR4-DRB1 940C/ 1 min 620C/ 1 min 720C/ 1 min 1.5 mM
DR52-DRB1 940C/ 1 min 580C/ 1 min 720C/ 1 min 1.5 mM

Verificacion de la amplificacion'08

Una vez terminada la amplificacion, se prepard un gel de agarosa al 2%:
- TAE 1X* 200mL

- Agarosa 49

Bromuro de etidio 30 pl (5ug/ ul, y se agregan 5 ul por cada 50mL de sin)

*TAE 1X se prepara con 20mL de TAE50X, lo cual se aforé a 1L anadiendo agua
destilada.

1. La agarosa y el TAE 1X se calentaron en el microondas durante 1.5

minutos, se dejo enfriar y se agrego el Bromuro de efidio.
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2. A cada uno de los fubitos con las muestras amplificadas se les
agregaron 25 ulL de colorante para corrimiento (1mL glicerol al 100%;
ImL rojo de cresol en agua destfilada) y se tomaron 10 ulL para ser
depositadas en los pozos del gel de agarosa.

3. Las muestras se corrieron a 90V durante 1h con 3 pulL del
amortiguador de corrimiento LB 5X, y un marcador de peso
molecular de DNA del fago phi-X174 digerido con Hae Ill en el primer
pozo del gel.

4. Se coloco el gel en el transiluminador para observarlo con luz UV de
312 nm, identificando las bandas de DNA con peso molecular de

274y se fotodocumento.

D. TIPIFICACION DE ALELOS DE HLA-DQA1, DQB1 Y DRB1'% mediante Dot-
Blot de los productos de PCR

*Preparacion de la solucion de prehibridacion

Para 10 mL de esta solucidn (de la cual se utilizaron émL/muestra) se

empled:

SSPE 6X 3mL
Denhardt 5X 1 mL
sSDNA 100mcg/mL 100 uL
Laurilsarcosina de sédio 0.1% 200 ul
SDS 10% 100 pL
H20 destilada cbp 5.6 uL

*Marcaje de los oligonucledtidos

El marcaje se realizé con ddUTP-digoxigenina y desoxinucleotidiltransferasa
(TdT). Para preparar 95 picomoles de oligonucledtido (poner en hielo) se

requirio:
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Tailing Buffer 5X 40 uL

CoClz (25 mM) 40 uL
Oligonucledtido (10 pmol/ul) 9.5 puL
dd UTP-Dig (1 nmol/uL) 1.0 ul
TdT (25 U/uL) 1.5 L

20.0 puL

Esto se incubd a 37°C durante 30 minutos e inmediatamente se colocd en
hielo. Luego se anadieron 2ul de la solucion conformada por 1ul de

glicogeno comercial y 200uL de EDTA 0.2 M.

Los oligonucledtidos se precipitaron coné pl de LICl 0.8M y 85ulL de etanol

absoluto a -20°C y se dejaron incubar a -20°C durante toda la noche.

Al dia siguiente se centrifugaron a 12,000 xg a 4°C durante 30 min, se

lavaron con 60 ulL de etanol al 70-80% y s dejaron secar al aire.

Se resuspendio en 95 ulL de H2O para tener 1 picomol/ul y se anadieron 2-

4 picomoles/mL de solucién de hibridacion.

*Mezcla de DNA amplificado con solucion desnaturalizante

1. Se colocaron 80uL del DNA amplificado en un tubo al cual se le
anadieron 320ul de TE.

2. Se recortaron fragmentos de 11.5x8cm de la membrana de nylon (al
tamano de la cdmara de Dot-Blot).

3. Cada membrana se remojé durante 1 minuto en SSPE 10X y luego se
colocd en la cdmara para Dot-Blot junto con papel filtro.

4. Se conectd la cdmara al vacio y se agregaron 100 uL de TE en cada

POZ0.
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5. De la mezcla de DNA amplificado se tomaron 50 uL y se agregaron
a cada pozo del aparato de Dot-Blot, utilizando una pipeta
multicanal y se lavé con 100 ul de TE.

6. Finalmente se dejo secar la membrana a temperatura ambiente

sobre papel filtro.

*Desnaturalizacion y fijacion del DNA

1. Ya secas las membranas, se colocaron en NoOH 0.4M durante 10
min a temperatura ambiente en el agitador orbital.

2. Se les retird el NaOH neutralizando con SSPE 10X durante 10 min a
temperatura ambiente y se secaron en la estufa con papel filtro
durante 2h a 80°C.

3. Luego se transiluminaron con luz UV de 260 nm durante 3 minutos a

temperatura ambiente.

*Prehibridacion

1. Se anadieron 6 mL de solucidn de prehibridacion a tubos de
polipropileno de 15 mL, dentro de los cuales se colocaron las
membranas enrolladas.

2. Las membranas se prehibridaron durante toda la noche a 42°C.

*Hibridacion

Se agregaron las sondas (SSOP) en los tubos de polipropileno y se dejaron
hibridar a 42°C toda la noche (Las sondas utilizadas se muestran en los

cuadros del anexo 4).10¢. 109

]
40 |

—



*Quimioluminiscencia y revelado de las membranas

1. Al dia siguiente se sacaron las membranas de los tubos y se hizo lo
siguiente: lavado dos veces con 2X SSPE/ SDS 0.1% durante 10
minutos; lavado con 5X SSPE/ SDS 0.1 % a la Tm de cada SSOP (Tm=
2[A+T]+4[G+C], ver anexo 4) durante 15 minutos, dos veces; con el
amortiguador 1(100 mM Tris-HCI, pH 7.5; 150 mM NaCl; 0.3% Tween
20) durante 5 minutos, una vez; con el amortiguador 2 (reactivo
bloqueador) durante 30 minutos, una sola vez; con amortiguador 2
+Fab anti-digoxigeninal:10,000 durante 30 minutos, una vez; con el
amortiguador 1 durante 15 minutos, dos veces; se equilibré con el
amortiguador 3 (100 mM Tris-HCI, pH 2.5; 100 mM NaCl; 50 mM
MgCl;) durante 5 minutos una sola vez y se incub6é con amortiguador
3 + CSPD (1:500) durante 5 minutos. Con excepcion de los lavados
con 5X SSPE/ SDS 0.1 % a la Tm de cada SSOP, todo lo demds se

realizd a temperatura ambiente.

2. Se elimind el exceso de CSPD, se colocaron las membranas en tubos

de hibridacidn nuevos y se incubaron a 37°C durante 30 minutos.

3. Se expusieron las membranas en una placa radiogrdfica dentfro del
casete de exposicion durante 5-60 min a temperatura ambiente en
un cuarto completamente oscuro. Se llevaron a cabo varias
exposiciones para el andlisis correcto de los resultados (5 min, 10,

min, 15 min, 20 min).

4. Luego se abrid el cassete en completa obscuridad y se colocd la
placa radiogrdfica en un recipiente con el revelador durante 3

minutos.

5. Se enjuagd en aguaq, se pasod la placa a la solucidn fijadora durante

3 min, se volvid a enjuagar en agua y se dejo escurrir hasta secar.
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Analisis estadistico

Variables
Tipo de lupus eritematoso (LECc o LES).
-Variable cualitativa dicotémica-

Alelos de HLA-DQAT, DQBT y DRBI.
-Variables cualitativas politbmicas-

Se calcularon las Frecuencias Alélicas (FA) por conteo directo para
obtener la proporcion de sujetos con un alelo dado dentfro del total de
individuos de cada grupo (conteo de cada alelo y divido entfre el niUmero

total de genotipos para cada locus de interés).

Por tener dos muestras, se utilizd estadistica inferencial y se compararon las
frecuencias alélicas de HLA-DQA1, DQB1 y DRB1 en ambos grupos
independientes mediante la prueba de x2 con correccion de Yates (x2Y),
ya gque esta correccidon hace a la prueba mds estricta porque el HLA es
extraordinariomente polimérfico y cualquier alelo podria mostrar
significancia debida al azar, considerando una diferencia como
estadisticamente significativa con una p menor o igual a 0.05. También se
calculd el intervalo de confianza 95% (IC95%) para la diferencia de
proporciones y el poder estadistico de una prueba bilateral para
comparar dos proporciones en un estudio transversal, ademds de las
prevalencias, razones de prevalencias con su IC 95%, odds de
prevalencias y OR de prevalencias con su IC 95% para LEC, LES y cada uno

de los alelos que resultaron significativos.

Los cdlculos estadisticos se realizaron con los paquetes estadisticos SPSS
15.0, EPIDAT 3.1 (x2, 1IC95%, RP y OR) y Microsoft Excel (poder).
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* Prueba de x2 con correccion de yates

§ (]Valor Observado— Valor Teéri04—0.5)2 y (ad —bc —N [2)' N
£ _Z Valor Teorico PR (a+b)c+d)a+c)b+d)
LEC LES
HLA+ | g b a = numero de individuos del grupo 1 positivos para el alelo
HLA - | ¢ q b = nuUmero de individuos del grupo 2 positivos para el alelo

C = nUmero de individuos del grupo 1 negativos para el alelo
d = nUmero de individuos del grupo 2 negativos para el alelo

*IC95% para la diferencia de proporciones

P1-P2=(p1-p2)+ Zow/{(p101/n1)+(p202/n2)}

Por tratarse de diferencias, este intervalo no debe incluir el cero.

*Poder estadistico

Z15= (p1-p2) (V{n-Z1-o2}) (v{2p(1-p)})
V{p1(1-p1)+ p2(1-p2)}

Idealmente se espera un poder de la prueba superior al 80%.

Que para el caso de este estudio transversal comparativo:

Nn= NUmero de individuos del total de la muestra que tienen el HLA de estudio.
1= Proporciéon de individuos con el HLA de estudio, que desarrollan LES.

2= Proporcion de individuos sin el HLA de estudio, que desarrollan LES.

p=p1t+pP2
2

L1-4/2 para un nivel de seguridad de 95%= 1.96

*Prevalencias

LEC LES a = numero de individuos del grupo 1 positivos para el alelo
HLA+ | g b b = nuUmero de individuos del grupo 2 positivos para el alelo
HLA- | o q Cc = nUmero de individuos del grupo 1 negativos para el alelo
d = nuUmero de individuos del grupo 2 negativos para el alelo

Prevalencia del alelo en los pacientes con LEC= a/(a+c)
Prevalencia del alelo en los pacientes con LES= b/(b+d)




*Razon de prevalencias (RP)!!

Se calculd la razdn de prevalencias debido a éste es un buen estimador
de la razén de riesgos o riesgo relativo (RR) cuando la duracion de la
enfermedad es igual enfre expuestos y no expuestos, asi como cuando no
hay migracion hacia denfro o fuera de estos grupos. Este sesgo de
migracion de un grupo a ofro se evitd al incluir a los pacientes con LEC de
menos de 5 anos de evolucion, debido a que los casos de lupus cutdneo

que evolucionan a LES suelen hacerlo en los primeros cinco anos.!12

RP del alelo = Prevalencia del alelo en los pacientes con LEC
Prevalencia del alelo en los pacientes con LES

Esta RP indica cudntas veces mds probable es que los individuos con LEC tengan el alelo
de interés con respecto a los pacientes con LES. Si la razén es superior a 1, indica que es
mds probable encontrar ese alelo en los pacientes con LEC que en los pacientes con LES.
Si es menor a 1, indica lo opuesto. Si es igual a 1, enfonces la prevalencia del alelo es
similar entre LEC y LES, sugiriendo que no existe relacién entre tener el alelo y tener LEC o
LES.

*|C95% para la RP= RP + 1.96 \x2

Por tratarse de una razon, este intervalo no debe incluir al 1.

* Momios de prevalencia'!!

Momios de prevalencia del alelo en LEC= Prevalencia del alelo en LEC
1-Prevalencia del alelo en LEC

Momios de prevalencia del alelo en LES= Prevalencia del alelo en LES
1- Prevalencia del alelo en LES

*OR de prevalencias!!! 112
Como las prevalencias tanto de LEC como de LES son pequenas y los
momios (a/b y c/d) fueron casi iguales a las proporciones {a/(a+c) vy

b/(b+d)}, también se calculd la OR. Su interpretacion es similar a la de una
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RP: Un valor =1 se interpreta como momios iguales o igual posibilidad de
portar el alelo en los que tienen LEC y los que tienen LES; >1 significa que la
posibilidad de portar el alelo es mayor en los pacientes con LEC que en los
pacientes con LES y un valor <1 significa que la posibilidad de portar el
alelo es menor en los que tienen LEC que en los que tienen LES.

OR de prevalencias del alelo = Momios de prevalencia del alelo en LEC
Momios de prevalencia del alelo en LES

¥IC95% para el OR= (Ln OR) +ZV 1/a+ 1/b+ 1/c+ 1/d

Por tratarse de una razon, este intervalo no debe incluir al 1.

Resultados

De 23,131 biopsias de piel procesadas en la Division de Dermatologia del
Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzdlez entre 1977 y el 2010, se
enconfraron 446 pacientes con el diagndstico de lupus eritematoso, 269
con LEC y 97con LES. Cinco pacientes con LEC se excluyeron por tener
agregada ofra enfermedad autoinmune (1 paciente con hipotiroidismo, 1
paciente con dermatomiositis y 1paciente con esclerosis sistémica) o por
conformar un sindrome de superposicion (1 paciente) o enfermedad mixta
de tejido conectivo (1 paciente). De esos 264 pacientes con LEC, 219
tenian al menos 5 anos de evolucion, 33 tenian menos de 5 anos de
evolucion y en 13 no fue posible establecer el tiempo de evolucion por no

estar registrado en el expediente.

Finalmente se incluyeron de manera consecutiva 41 de los 94 pacientes
con LES y 32 de los 219 pacientes con LEC, los cuales aceptaron participar
en el estudio fras haber sido contactados por teléfono o telegrama y

capturados en la consulta externa de Dermatologia y Reumatologia. De
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los pacientes incluidos, se elimind 1 paciente con LEC debido a que no fue
posible extraer el DNA con la primera muestra de sangre y no aceptd una

segunda foma de muestra.

Los alelos mds frecuentes en los pacientes con LEC fueron el HLA-
DQA1*03:01:01, el HLA-DQB1*03:02 y el HLA-DRB1*04:07, mientras que en los
pacientes con LES los alelos mds frecuentes fueron el HLA-DQAT1*05:01, el
HLA-DQB1*03:01 y el HLA-DRB1*08:02. Al comparar las frecuencias alélicas
del HLA-DQAT, HLA-DQB1 y HLA-DRB1 entre los pacientes con LEC y LES, se
observaron diferencias estadisticamente significativas en los alelos
especificos HLA-DQAT1*03:01:01, DQB1*03:02, los alelos agrupados HLA-
DQé6, DR4 y DRé (grdficos 1-3 y 5) y en el haplotipo HLA-DQA1*03:01:01-
DQB1*03:02 (grdafico 6).

En el cuadro 2 podemos observar que el alelo HLA-DQA1*03:01:01 fue
significativamente mayor en los pacientes con LEC (FA 0.42 vs 0.17,
diferencia de 0.25 [IC 95%= 0.103-0.396], p=0.002, poder 91.5%), en quienes
la prevalencia fue 2.4 veces la prevalencia de los pacientes con LES
(RP=2.4[IC 95%= 1.4-4.3]) y la posibilidad de portar dicho alelo fué 3.5 veces
la posibilidad de portarlo en los pacientes con LES (OR=3.5[IC 95%= 1.6-
7.5]).

En el cuadro 3 se observa que el alelo HLA-DQB1*03:02 fue
significativamente mayor en los pacientes con LEC (FA 0.39 vs 0.17,
diferencia= 0.219 [IC 95%= 0.07-0.36], p= 0.006, poder 85.2%). De acuerdo
con la RP, la prevalencia de este alelo se duplica en los pacientes con LEC
(RP=2.3 [IC 95%= 1.3-4]) y de acuerdo con la OR, la posibilidad de portar
dicho alelo es el triple de la posibilidad de que los pacientes con LES lo
porten (OR=3 [IC 95%= 1.4-6.6]).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los alelos

especificos del HLA-DRB1 (grafico 3 'y cuadro 4).

]
46 |

—



Grdfico 1. Representacion grdafica de los alelos DQA1 en LEC y LES

Cuadro 2. Frecuencias alélicas de HLA-DQAT1 en Lupus Eritematoso

DQAI LEC LES
No. . No. Diferencia oyt der  RPaeo  ORalelo

Alelosn=gg) A n=sgy ™A (Cr9s%) XY P yg)  (C95%) (C95%)
*01:01/4 7 0.110 8 0.100 0.010 NS
*01:02 1 0.016 8 0.098 0.082 2.73 0.099
*01:03 2 0.030 4 0.050 0.020 NS
*02:01 2 0.030 5 0.060 0.030 NS
R 0.250 2.4 3.5
03:01:01 26 0.420 14 0.170 (0.1-0.4) 9.67 0002 91.5 (1.4-43) (1.6-7.5)
*04:01 14 0.230 18 0.220 0.010 NS
*05:01 10 0.160 25 0.300 0.140 3.21 0.073

*FA = Frecuencia alélica, **IC = Intervalo de confianza, TX2Y = Chi cuadrada con la correccién de

Yates, OR = Razén de momios, RP = Razén de prevalencia.




Grdfico 2. Representacion grdafica de los alelos DQB1 en LES y LEC

Cuadro 3. Frecuencias alélicas de HLA-DQB1 en Lupus Eritematoso

DQB] LEC LES
i i RPalelo ORalelo
Alelos (nliz'z) FA* (nﬁgé) FA %‘é‘?@’;‘%ﬁ X2yt p P?;.j)er (1C95%)  (IC95%)
0201 3 0050 5 0061 0011 NS
0301 11 0177 25 0305 0128 NS
03:02 24 0390 14 0171 (0.8'72_2).936) 743 0006 852 (1.523.0) (1.43122.6)
0402 14 0225 18 0220 0005 NS
0501 5 0080 6 0073 0007 NS
0503 2 0030 O 0000 0030 NS
0601 1 0016 2 0024 0080 NS
0602 1 0016 2 0024 0080 NS
0603 1 0016 4 0049 0033 NS
0604 O 0000 6 0073 0073 308 0079

*FA = Frecuencia alélica, **IC = Intervalo de confianza, tX2Y = Chi cuadrada con la

correccion de Yates, RP = Razén de prevalencia.




Grdfico 3. Representacion grdafica de los alelos DRB1 en LES y LEC

Cuadro 4. Frecuencias alélicas del HLA-DRB1 en Lupus Eritematoso

DRBI1 LEC LES
Alelos (nE?Sé) FA* (n'\:;é) FA Diferencia :
*01:01 1 0.016 0 0 0.016 NS
*01:02 1 0.016 1 0.012 0.004 NS
*03:01 1 0.016 1 0.012 0.004 NS
*04:02 1 0.016 0 0 0.016 NS
*04:03 1 0.016 0 0 0.016 NS
*04:04 3 0.050 0 0 0.050 NS
*04:05 1 0.016 0 0 0.016 NS
*04:07 18 0.290 14 0.171 0.119 NS
*07:01 2 0.030 5 0.061 0.031 NS
*08:02 14 0.225 18 0.220 0.005 NS
*11:01 3 0.050 3 0.036 0.014 NS
*11:04 1 0.016 0 0 0.016 NS
*13:01 2 0.030 4 0.049 0.019 NS
*13:02 0 0 6 0.073 0.073 NS
*13:03 0 0 2 0.024 0.024 NS
*14:01 3 0.050 5 0.061 0.011 NS
*14:02 3 0.050 9 0.110 0.060 NS
*14:06 1 0.016 3 0.036 0.020 NS
*15:01 4 0.064 4 0.049 0.015 NS
*15:03 1 0.016 1 0.012 0.004 NS
*16:01 0 0 2 0.024 0.024 NS
*16:02 1 0.016 4 0.049 0.033 NS

*FA = Frecuencia alélica

—

, **IC = Intervalo de confianza.
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Al agrupar los alelos del HLA-DQB1 y del HLA-DR4, fue posible observar
diferencias estadisticamente significativas en los alelos HLA-DQ6, DR4 y DRé
entre LEC y LES (grdficos 4 y 5, cuadros 5 y 6). El HLA-DQé6 fue
significativamente mayor en los pacientes con LES (FA 0.171 vs 0.048,
diferencia= 0.123 [IC 95%= 0.025-0.22], p= 0.035, poder 69.7%). De acuerdo
conla RP de 0.3 [IC 95%= 0.1-0.9], este alelo es 97.7% menos prevalente en
los pacientes con LEC y, con una OR de 0.2 [IC 95%= 0.1-0.9], la posibilidad
de portar este alelo se reduce en un 80% en los pacientes con LEC,

comparado con los pacientes con LES (grafico 4 y cuadro 5).

pc=0.03

Grdfico 4. Representacion grdafica de los grupos de alelos DQB1 en LES y LEC

Cuadro 5. Frecuencias alélicas de los grupos de alelos del HLA-DQB1 en Lupus Eritematoso
DQBI1 LEC LES

No. ) No. Diferencia i Poder RPalelo ORalelo
Alelos—go) FAY n=s2)  FA iomesz) P (®) (1C95%)  (1IC95%)
“02 3 0048 5 006
“03 35 0565 39 0.476
*04 14 0226 18 0220
05 7 0113 6 0073
) 0.123 03 0.2
06 30048 14 0I71 ooron 008 697 Voo 019

*FA = Frecuencia alélica, **IC = Intervalo de confianza, RP= Razdn de prevalencia

—
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El HLA-DR4 fue significativamente mayor en los pacientes con LEC (FA 0.39
vs 0.17, diferencia= 0.22 [IC 95%= 0.07-0.35], p= 0.011, poder 78%), mientras
que el HLA-DRé fue mayor en los pacientes con LES (FA 0.35 vs 0.15,
diferencia= 0.2 [IC 95%= 0.07-0.35], p=0.009, poder 84%). De acuerdo con
la RP de 2.3 [IC 95%= 1.3-4] para el HLA-DR4, su prevalencia en los
pacientes con LEC fué el doble de la observada en LES y de acuerdo con
una OR de 3.1 [IC 95%= 1.4-6.6], la posibilidad de portar este alelo se
triplica en los pacientes con LEC con respecto a los pacientes con LES. En
cuanto al alelo HLA-DRé6, una RP de 0.4 [IC 95%= 0.2-0.8] indica que su
prevalencia en los pacientes con LEC es 60% menor a la observada en LES
y una OR de 0.3 [IC 95%= 0.1-0.7] indica que la posibilidad de que los
pacientes con LEC porten este alelo es 70% menor que en los pacientes

con LES (grdafico 5y cuadro §).

Grdfico 5. Representacion grdfica de los grupos de alelos DRB1 en LES y LEC

]
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Cuadro é. Frecuencias de los grupos de alelos de HLA-DRB1 en Lupus Eritematoso

DRBI1 LEC LES
; . RPaieio ORalelo
No. " No. Diferencia vt Poder “
Alelos (n=62) FA (n=82) FA (1C+95%) X2y P (%) (1IC95%) (IC95%)
DR2 6 0.096 11 0.13 0.034 NS
DR4 24 0.39 14 0.17 22 74 0.006 78 23 3!
) ) (0.07-0.36) : : (1.3-4) (1.4-6.6)
DR5 4 0.066 3 0.036 0.030 NS
0.20 0.4 0.3
DRé 9 015 29 035 075 686 0009 84 (0.2-0.8) (0.1-0.7)
DR7 2 0.030 5 0.061 0.031 NS
DR8 14 0.225 18 0.220 0.005 NS

*FA = Frecuencia alélica, **IC = Intervalo de confianza, tX2Y = Chi cuadrada con
la correccidn de Yates, RP=Razén de prevalencias, OR= Razén de momios

Los haplotipos HLA-DQAT-DQB1 mds frecuentes en ambos grupos fueron el
HLA-DQA1*03:01:01-DQB1*03:02 y el HLA-DQA1*04:01-DQB1*04:02. El HLA-
DQA1*03:01:01-DQB1*03:02 fue significativamente mayor en los pacientes
con LEC (FH 0.387 vs 0.171, diferencia= 0.216 [IC 95%= 0.07-0.36], p= 0.006,
poder 79.65%). De acuerdo con la RP de 2.3 [IC 95%= 1.3-4], este haplotipo
en LEC tiene dos veces la prevalencia observada en LES y, de acuerdo
con la OR de 3.1 [IC 95%= 1.4-6.6], la posibilidad de portar este alelo en
LEC es el triple de la posibilidad de observarlo en los pacientes con LES

(grafico 6 y cuadro 7).
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Grdfico 6. Representacion grdfica de los haplotipos DQA1-DQB1 en LEC y LES

Cuadro 7. Frecuencias haplotipicas de HLA-DQA-DQB1 en Lupus Eritematoso

LEC LES
: : : RPh ORalelo

DaAT DGR (niié) FH (nlicéé) FH Du'fce*rf;”s‘%}’ wrep P(();:)e " (cosm  (C9s%)

*01:01/405:01 5 0081 & 0073 0008

*01:01/4%05:03 2 0032 0 0000 0032

*01:01/4%06:01 0O 0000 1 0012 0012

*01:01/406:03 0O 0000 1 0012 0012

*01:0206:01 0 0000 1 0012 0012

*01:0206:02 1 0016 2 0024 0008

*01:02+06:04 0 0000 5 0061 006

*01:0306:01 1 0016 0 0000 0016

*01:03%06:03 1 0016 3 0037 002

*01:03+06:04 0 0000 1 0012 0012

*02:01%02:01 2 0032 4 0049 0017

*02:01%03:01 0 0000 1 0012 0012

*03:01:0103:01 2 0032 0 0000 0032

0301:01%03:02 24 0387 14 0171 (0_8'72_2)26) 743 0006  79.65 (1.?3.0) “_3;25_6)

*04:01%04:02 14 0226 18 0220 0006

*05:01%02:01 1 0016 1 0012 0004

*05:01%03:01 9 0145 24 0293 (O.OO]';ngS) 355 0.059

*FA = Frecuencia alélica, **IC = Intervalo de confianza, TX2Y = Chi cuadrada con la
correccion de Yates,

—

RP=Razdn de prevalencia.




Los haplotipos HLA-DQA1-DQB1-DRB1T mds frecuentes en todos los
pacientes evaluados fueron el HLA-DQA1*03:01:01-DQB1*03:02-DRB1*04:07
y el HLA-DQA1*04:01-DQB1*04:02-DRB1*08:02, pero cuando se compararon
los pacientes con LEC y LES, no se observarse diferencias estadisticamente

significativas (grafico 7 y cuadro 8).

Gréfico 7. Representacion grafica de los haplotipos DQA1-DQB1-DRB1 en LEC y LES

Cuadro 8. Frecuencias haplotipicas de HLA-DQA1-DQB1-DRB1 en Lupus Eritematoso

LEC LES
B%ﬂ?fg’gz] oRé] (nhi(z'z) FH* (nﬁgé) FH  Diferencia (IC*95%)  Fisher
*01:01/4*05:01%01:02 ] 0016 ] 0.012 0.004 NS
*01:01/4*05:01%1 401 ] 0016 4 0049 0.033 NS
*01:02%06:02*15:01 ] 0016 2 0024 0.008 NS
¥02:01%02:01%07:01 2 0.032 4 0049 0.017 NS
¥03:01:01%03:02°04:07 16 0258 14 0171 0.087 NS
#04:01*04:02+08:02 14 022 18 0220 0.006 NS
*05:01%02:01*03:01 ] 0.016 ] 0.012 0.004 NS
*05:01%03:01*11:01 3 0.048 3 0037 0.012 NS
*05:01%03:01*14:02 ] 0016 8 0098  008[0392-0554 0078
*05:01%03:01*14:06 ] 0016 3 0037 0.020 NS
*05:01%03:01*15:01 2 0.032 2 0024 0.008 NS
*05:01%03:01*16:02 ] 0016 4 0049 0.033 NS

*FA = Frecuencia alélica, **IC = Intervalo de confianza.
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Discusion

Los resultados de este estudio sugieren una clara diferencia entre LEC y
LES, no sélo en el comportamiento clinico, sino también en el frasfondo
genético, puesto que encontramos diferencias significativas en el HLA-
DQA1*03:01:01, el HLA-DQB1*03:02, el HLA-DQB1*06, el HLA-DRB1*04 y el
HLA-DRB1*06. Como los alelos del HLA forman haplotipos, también se
compararon estos entre los grupos, resultando significativa la diferencia en
el HLA-DQA1*03:01:01-DQB1*03:02, que tiene desequilibrio de ligamiento
con el HLA-DR4, llamando la atencion que tanto este haplotipo como los

alelos diferenciales, son mexicanos.

Hasta ahora no existen muchos estudios que comparen los alelos del HLA
entre LEC y LES, pues la mayoria se trata de estudios de casos y controles
entre LES y controles sanos. Los alelos del HLA-DQAT que se han asociado
con LES son el HLA-DQAT1*05:01 en Espana,#’ Reino Unido,?° Noruegas4 y
Dinamarca,s2 ademds del HLA-DQA1*01:02 en Jalisco8! y China.?! Ambos
alelos se han reportado en pacientes con LES de Tunez?’? y el HLA-
DQA1*0102 estd descrito como protector contra dano renal en pacientes
con LES de ltalia.”4Ninguno de esos alelos del HLA-DQAT fueron diferentes
enfre nuestros casos con LEC y LES, aunque el HLA-DQA1*05:01, mas
frecuente en los pacientes con LES, mostrdé tendencia a la significancia
estadistica (p=0.073). El alelo que si mostrd diferencia significativa fue el
HLA-DQAT1*03:01:01, mds frecuente en los pacientes con LEC, el cual no se

habia reportado previamente como alelo de riesgo ni en LEC ni en LES.

Los alelos del HLA-DQB1 que se han asociado con LES son el HLA-
DQB1*04:02 en Jalisco,8! el HLA-DQB1*06:01 en Malasia’! e Irdn,?4 el HLA-
DQB1*06:02 en Japodn, 8 el HLA-DQB1*06:09 en Irdn,?4 el HLA-DQB1*02:01 en
Noruega,> Alemania?> y Hungria,©© ademds del HLA-DQB1*05:.01 en

Tailandia,”® Malasia?’ y Taiwdn.?3 Por ofro lado, en comparaciéon con
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controles sanos, los pacientes con LES fienen disminucidon del HLA-
DQB1*03:03, DQB1*05:01 (Jalisco),8’ DQB1*03:01 y DQB1*03:04 (Irdn).?4 En
nuestro estudio no se observd diferencia en esos alelos, sino en el HLA-
DQB1*03:02, que fue mds frecuente en LEC, y en el HLA-DQB1*06, que fue
mayor en los pacientes con LES. Hasta ahora no existian estudios de HLA-
DQB1 en LEC y la mayor frecuencia de HLA-DQB1*06 en LES concuerda

con lo reportado previamente en estudios asidticos.é8 1. 74

La mayoria de los estudios concuerdan que los principales alelos de riesgo
para LES son el HLA-DR2 y DR3 (el DR2 principalmente en asiaticoséé73y el
DR3 en europeos, 43442474861 qunque también se han reportado en otras
poblaciones debido al mestizaje, como los Estados Unidos,387579
Suddfrica,® la India,s¢ Méxicoss. 81 y ofros paises latinoamericanos).é?2 Estos
alelos fueron poco frecuentes en nuestros casos, en especial el DR3, que
es de origen europeo, seguramente porque la mayoria de nuestros
pacientes incluidos fienen un mayor componente amerindio en su
mestizaje, a saber por la mayor frecuencia del HLA-DQ3 y DR8 en ambos
grupos (cuadros 4 y 6), que son de los alelos mdas frecuentes en poblacion

mestiza mexicana.110

Oftros alelos reportados en asociacion con LES son el HLA-DRé,4? DR9, 70 DR5
(HLA-DRB1*11:01),¢3 DR7¢” y DR8 (HLA-DRB1*08:02), estos fres ultimos
reportados en México.¢3 83 También se han comparado casos de LES cony
sin nefropatia, afeccidon de sistema nervioso y vasculitis, observando que el
HLA-DR1 y DR2 se asocian mdas con formas graves, mienfras que el HLA-DR4
y DR? con formas leves de la enfermedad.44 46 70 y 84 Estos datos
concuerdan con nuestros hallazgos en el HLA-DR, mostrando mayor
frecuencia del HLA-DR4 en los pacientes con LEC, similar a la asociacion
de este alelo con formas leves de LES, 44 44 51.70. 84y 87 yv mayor frecuencia
del HLA-DRé en LES, el cual ya estd reportado como alelo de riesgo para

LES en estudios de casos y controles. 47
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Respecto a los estudios precursores de HLA-DR en pacientes con LEC, los
alelos de riesgo para LED, evidenciados mediante estudios de casos vy
confroles, son el HLA-DRB1*16 (DR2) y DR4 en México,8” el HLA-DR2 y DR3
en Alemania,88 y el HLA-DR6 en individuos con ascendencia tanto europea
como africana de los Estados Unidos.8? Un estudio japonés que evalud los
alelos del HLA-DR entre LES y distintas formas clinicas de LEC, demostrd que
el HLA-DRB1*1501 (DR2) fue mdas frecuente tanto en LED como en LES, a
diferencia del LECSA vy el lupus tUmido.8586 Es importante recalcar que
ninguno de esos estudios considerd la posibilidad de evolucion a LES, por lo
que existe el sesgo de heterogeneidad en los pacientes incluidos con LEC.
Debido a que la mayoria de los pacientes con LEC que llegan a desarrollar
LES lo hacen en los primeros cinco anos de evolucion, decidimos reducir
ese sesgo al incluir solamente a pacientes con LEC con al menos cinco
anos con solo manifestaciones cutdneas y que en ningun momento
hubieran presentado los principales marcadores de evolucion a LES
(linfopenia <1500/mm3, fitulos de anficuerpos antinucleares >1:320,
especialmente con patréon homogéneo o moteado fino, proteinuria de >
0.5g/dia o cilindruria ni datos francos de afeccién sistémica). Esto pudiera
explicar las diferencias en nuestros resultados ademads de que no existen
muchos estudios similares y las poblaciones tienen distinfo componente en
su mestizaje, por ejemplo el mestizaje en la ciudad de México, de donde
provienen los pacientes estudiados en este frabajo, estd conformado por
22% de haplotipos amerindios, 14% europeos, 4.9% africanos y 58.2% de

haplotipos mixtos.110

Por ofro lado, aunque el tamano de muestra no fue calculado para el
andlisis de haplotipos, fue evidente la mayor frecuencia del HLA-
DQA1*03:01:01-DQB1*03:02 en LEC, el cual no se habia reportado
previamente y estd en desequilibrio de ligamiento con el HLA-DR4, que ya
se habia reportado previamente en pacientes mexicanos con LED8 y que

también demostrd ser mds frecuente en nuestros casos con LEC, sugiriendo
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que este haplotipo se asocia con formas de LE menos severas, como las

limitadas a la piel.

Este trabajo sugiere que la fisiopatogenia del LEC es diferente a la de LES,
al menos en lo referente al papel del HLA, que es responsable de presentar
anfigenos a los linfocitos Ty activar la respuesta inmunitaria adaptativa. De
esta maneraq, el HLA participa en la resistencia y susceptibilidad a ciertas

enfermedades.1?

Como los agentes patdgenos son distinfos en cada regidon geogrdfica y
presentan variaciones en sus aminodcidos, dichas variaciones son
capaces de inducir cambios conformacionales en el dominio B-1 de las
moléculas del HLA, ya que éste es el sitio que une a los péptidos
anfigénicos, explicando asi por qué es éste el sitio de mayor variabilidad
en el HLA. Este fendbmeno de variabilidad en los agentes patdgenos
también explica la variabilidad del HLA en las poblaciones, ya que la
seleccidon natural permite la supervivencia de quienes resisten procesos
infecciosos mediante mecanismos de adaptacion, los cuales son distintos
entre los individuos; de tal forma que en una poblacidon dada, ciertos HLA
son capaces de unir péptidos antigénicos de un microorganismo y
presentarlos a las células T, pero ofros no, por lo que sélo algunos individuos

son susceptibles a una enfermedad inducida por microorganismos.20. 31

Algunas enfermedades autoinmunes se asocian con ciertos alelos del HLA,
pero el mecanismo aun no se entiende por completo.20 Una hipotesis
atfribuye una mayor o menor afinidad a ciertos péptidos, facilitando o
dificultando su entrada a las células; otra es la intervenciéon temprana del
HLA en el timo al determinar qué antigenos serdn presentados a los
linfocitos T y finalmente, el mecanismo de tolerancia de las células T hacia
agentes patdgenos y el mimetismo molecular entre los agentes infecciosos
y los antigenos del hospedero.!”” Una vez desencadenada la respuesta

inmunitaria, ésta se propaga hasta que enfran en juego factores
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reguladores que limitan o aumentan el proceso, produciendo dano

tisular.4.12.32

Este estudio puede considerarse el antecedente a otros que incluyan
casos tanto de LES, en sus distintas formas de afeccion orgdnica, como de
LEC, también con sus distintas formas de presentacidon clinica, y
compararlos con controles sanos para confirmar nuestros hallazgos e
identificar alelos de susceptibiidad y de proteccion, de ufilidad al

momento de establecer el diagndstico.

Conclusion

Este estudio sugiere que LEC y LES siguen mecanismos fisiopatogénicos
distintfos, en donde un HLA de origen mexicano participa en la distincion
de las formas de presentacion clinica del lupus eritematoso hacia la forma

cutdnea de la enfermedad.
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