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RESUMEN

Antecedentes: Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son enfermedades genéticas en las que
uno o varios componentes del sistema inmune, incluyendo las células (es decir, las células B,
células T, células asesinas naturales, los fagocitos, los componentes del complemento) o
moléculas (citocinas, quimiocinas, etc) se ven afectados, dando lugar a una baja capacidad de
eliminar los microorganismos y una alta susceptibilidad a enfermedades infecciosas. La mayoria de
las IDP son entidades multifactoriales siendo el medio ambiente y multiples factores genéticos
implicados. Los polimorfismos de nucle6tido tnico (SNPs) en el analisis de casos y controles ha ido
aumentando el conocimiento de la etiopatogenia de varias enfermedades y la posibilidad de
identificar marcadores moleculares Utiles en el diagnéstico clinico.

Material y métodos: Se realizé un estudio de casos y controles incluyendo 19 pacientes con
deficiencia de IgE (5 U / ml), 25 pacientes con dermatitis atépica con IgE y 180 controles sanos. 25
SNPs distribuidos en el IL-13, IL-10, IL-5, IL-4, FCER1B, INF y, GM-CSF, STAT 3, 3y TIK GATA-3
fueron analizados. La genotipificacion se realizd6 con Sondas TagMan. Se realizo equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) y la significacion estadistica se evalu6 mediante los programas de Finetti y
STATCAL.

Resultados: Todos los genotipos, tanto en los casos y los controles estuvieron en HWE. Hemos
documentado diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de los SNP situados en
IL-4 rs4986964, p = 0,018, OR = 14,74, IL-4R, rs18005010, p = 0,018, OR = 2.22, FCER-1B,
rs556917, p = 0,00001, OR = 16,9, GM-CSF, STAT-3 y los genes GATA-3: GMFCS-130 (p =
0.0000019, OR = 0,22), STAT-3 rs2293152 (p = 5,06 X10-9, OR = 6.18), GATA-3 rs2229360 (p =
0,005, OR = 13,52). La mayor diferencia se encontré en el alelo T de rs556917, que fue mas
frecuente en los casos en que los controles (42,1% y 1,5%, respectivamente, p = 0,00001 OR =
16.907, IC 95% 5,02 a 54,93,). Curiosamente, el alelo C de 4986964 (IL-4) aumento
significativamente en el genotipo homocigoto (C: OR = 14,74 IC 95% 2,38 a 91.234, p = 0,018 para
CC OR=29,4, 1C95% 1,154 a 749,32, p = 0,002).

Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que los SNPs se encuentra en los genes implicados
en la produccién de IgE son factor de riesgo genético de la inmunodeficiencia IgE. El aumento del
tamafio de la muestra es en la actualidad para obtener conclusiones sélidas



ABSTRACT

Background: Primary immunodeficiencies (PID) are genetic diseases in which one or multiple
components of the immune system, including cells (i.e. B cells, T cells, natural killer cells,
phagocytes, complement components) or molecules (cytokines, chemokines, etc) are affected,
leading to a low capacity to eliminate microorganisms and a high susceptibility to infection diseases.
Most of the PID are multifactorial entities were the environmental and multiple genetic factor are
involved. The single nucleotide polymorphisms (SNPs) analysis in case and control groups has
been increasing the knowledge of the etiopathogenesis of several diseases and the opportunity to
identify molecular markers useful in the clinical diagnosis.

Objective: To know whether SNPs in genes involved in the immune response are associated with
IgE deficiency in Mexican population.

Material and methods: we performed a case control study including 19 pediatric patients with IgE
deficiency (5 U/ml), and 180 healthy controls. 25 SNPs distributed in the IL-13, IL-10, IL-5, IL4,
FCER1B, INF y, GM-CSF, STAT 3, GATA 3 and TIK-2 were analyzed. Genotyping was performed
using sondas TagMan. Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) and statistical significance were
evaluated using FINETTI and STATCAL software.

Results: All genotypes, both in cases and controls were in HWE. We documented statistically
significant differences in the distribution of the SNPs located in IL-4 rs4986964, p=0.018, OR=
14.74, IL-4R, rs18005010, p=0.018, OR= 2.22, FCER-1B, rs556917, p=0.00001, OR= 16.9, GM-
CSF, STAT-3 and GATA-3 genes: GMFCS-130 (p=0.002, OR= 0.54), STAT-3 rs2293152 (p=5.06
X10°, OR= 6.18), GATA-3 52229360(p=0.005, OR= 13.52).

The highest difference was found in the T allele of rs556917, which was more frequent in cases
than controls (42.1% and 1.5%, respectively, p= 0.00001 OR=16.907, Cl 95% 5.02-54.93,)).
Interestingly, the C allele of rs1805010 (IL-4) increased significantly in homozygote genotype (C:
OR= 14.74 CI95% 2.38-91.234, p =0.018 to CC OR= 29.4, CI95% 1.154-749.32, p= 0.002).

Conclusions: Our results suggest that SNPs located in the genes involved in the IgE production
are risk genetic factor to IgE immunodeficiency. Increasing of the sample size is currently to get
solid conclusions.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?searchType=adhoc_search&type=rs&rs=rs4986964

ANTECEDENTES

Las Inmunodeficiencias Primarias (IDP) son un conjunto de entidades que afectan al
sistema inmunitario, comprometiendo a linfocitos T, B, fagocitos o proteinas del complemento. La
incidencia de las IDP es variada; la deficiencia comun selectiva de la IgA se presenta en 1:700
individuos sanos, la inmunodeficiencia comudn variable en 1:75.000 mientras que la
inmunodeficiencia severa combinada se presenta en 1:100.000. Estos trastornos tienen una
relacion hombre:mujer de 5:1 en la infancia y de 1:1,4 en los adultos.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, las Inmunodeficiencias Primarias se clasifican
en:

1. Deficiencias predominantemente de anticuerpos.
2. Inmunodeficiencias Combinadas

3. Otros sindromes de inmunodeficiencia bien definidos (Inmunodeficiencias asociadas a otros
defectos mayores)

4. Defectos congénitos del nimero y/o funcion del fagocito
5. Deficiencias del Complemento
6. Deficiencias predominantemente del linfocito T

7. Inmunodeficiencia secundaria o asociada a otras enfermedades

Las deficiencias predominantemente de anticuerpos representan en su conjunto el 50% de
las IDP. El descubrimiento de la IgE se atribuye a Johanson e Ishizaka, quienes el trabajar
separadamente describieron en 1967 un nuevo isotipo del anticuerpo. Un mejor entendimiento de
la inmunobiologia de la IgE fue posible gracias a la descripcion del fendbmeno de cambio de clase
(switch) por Susumu Tonegawa, quién en 1985 recibid el premio Nobel de Medicina por este
descubrimiento.

En individuos normales, la concentracion en suero de inmunoglobulina E (IgE) es de
aproximadamente 100 ng/mL, 10* a 10° veces menor que la de IgG e IgA, por lo que es la
inmunoglobulina menos abundante en el suero. La produccion aberrante de IgE, a menudo resulta
de la desregulacion de la respuesta inmune Th2 y Thl, lo cual se asocia con numerosas
enfermedades, incluyendo atopia, alergia, asma, eccema/dermatitis, infecciones parasitarias. Los
niveles séricos de IgE también pueden ser modificados por la presencia de otras entidades
incluyendo ataxia telangiectasia, sindrome de Bloom, de Nijmegen etc.



REGULACION MOLECULAR DE LA PRODUCCION DE IGE

La IgE es una clase de inmunoglobulina cuya funcibn en las reacciones de
hipersensibilidad inmediata y enfermedades alérgicas esta bien establecida, sin embargo en la
defensa contra patégenos no se conoce bien su participacion.

La IgE consta de dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas con
regiones variables (V) y constantes (C). La cadena pesada ¢ consta de una cadena variable y
cuatro dominios constantes (Ce 1-4). Cada dominio de Ig contienen alrededor de 110 aminoécidos.
La IgE es un componente de la cascada de sefializacion que responde a la presencia de un
alérgeno o antigeno. Dentro de esta via de sefalizacion se incluyen al FceRI (receptor de alta
afinidad de IgE), CD23 (también conocido como FceRIl), receptores de baja afinidad de IgE, y
galactina 3, entre otros. La union de la IgE frente al FceRI de los mastocitos y basoéfilos induce una
sefializacion que conduce a la degranulacién de los mastocitos y la liberacion de mediadores
inflamatorios. Dentro de estos Ultimos, se incluyen a las proteasas, mediadores lipidicos y
citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento. Estos mediadores son parcialmente responsables
de la activacion y supervivencia de los eosindfilos visto en muchos trastornos asociados con IgE
elevada.

IgE recombinacion de clase de Switch

Un proceso de dos pasos de la escision y ligacion del ADN son necesarios para la
generacion de una IgE funcional. En la respuesta primaria, caracterizada por la expresion de IgM
de membrana e IgD, la recombinacion de genes de cadena pesada (VDJ) y cadena ligera (VJ) se
produce en el tejido fetal (higado y médula 6sea).

En la respuesta inmune secundaria, la formacion de los isotipos 1gG, IgA e IgE, switch de
recombinacién de clases (CSR) ocurre en tejidos linfoides secundarios (tejido linfatico, bazo y las
amigdalas) y es dependiente de antigenos y de la participacién de células T. Lo anterior da lugar a
anticuerpos de alta afinidad y la eficacia de la respuesta inmune humoral depende de la capacidad
de las células B para el switch de IgM a otros isotipos. El repertorio de anticuerpos se forma no
s6lo por el switch, sino también por hipermutacion somatica (SHM) para crear anticuerpos con
mayor afinidad.

Ambos procesos ocurren en los érganos linfoides secundarios. El cambio de clase a la IgE
requiere dos sefiales: la primera esta dada por la interleucina 4 (IL-4) e IL-13 y la segunda por la
interaccion de CD40 de las células B, con su ligando CD154 ligando (CD40L).

Esta bien establecido que la IL-4 induce la produccion de IgE, cuando las células B son
estimuladas con IL-13. Varios factores, tales como el interferon-y (IFN-y), el IFN-a, factor de
crecimiento transformante 3 e IL-10, prostaglandinas, se han identificado que antagonizan IL-4 que
induce la produccion de IgE en células B humanas y murinas.
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LA DESREGULACION INMUNE ASOCIADO CON DEFICIENCIA DE IGE

La deficiencia selectiva de IgE se define como la concentracién menor a 5 Ul/mL o la
ausencia definitiva de IgE sérica sin otra anormalidad inmunolégica. Los pacientes no manifiestan
signos. Se trata de un hallazgo de laboratorio que no equivale necesariamente a un trastorno
clinico. La prevalencia de la deficiencia de IgE es altamente dependiente de la poblacion en
estudio. Pate y cols. midieron los niveles séricos de IgE en 500 donantes de sangre de la Cruz
Roja (CR), 974 pacientes con alergia, 155 pacientes reumatolégicos (RP) y encontraron que el
2,6%, 8,1% y 9,7%, respectivamente, tenian bajos niveles IgE. La deficiencia selectiva de IgE
(<5U/dI) se observé en 0,8%, 3,1% y 1,3% respectivamente, mientras que una deficiencia mixta se
detect6 en el 1,8%, 5,0% y 8,4% de estas cohortes, respectivamente.

GENETICA DE LA INMUNODEFICIENCIA DE IGE

Las inmunodeficiencias primarias son un conjunto de entidades hereditarias que tienen un
patron de herencia monogénica y multifactorial. Las alteraciones en la produccion de IgE
generalmente se asocian a un origen multifactorial en la que se sugiere que polimorfismos en
genes implicados en la respuesta inmune pueden ser factores de riesgo para su desarrollo. Por
ejemplo, en un estudio de pares de hermanos, Mariah y col. demostraron que los polimorfismos en
el cromosoma 5qg31.1, donde estan contenidos genes de un grupo importante de citocinas Th2,
incluyendo IL-4, se asociaron con los niveles de IgE en suero.

Asi, la mayor investigacion de la genética de las inmunodeficiencias se ha dirigido al
estudio de Hiper-IgE, inmunodeficiencias combinadas y aquellas que son parte de un sindrome.
Sin embargo se desconoce los factores genéticos que pueden estar involucrados en el desarrollo
de deficiencia de IgE.

IMPORTANCIA BIOLOGICA DE LA IGE

Prevencion y control de la infeccién

Varios reportes iniciales sugieren que las deficiencias aisladas de IgE predispone a
enfermedad crénica sinopulmonar Ammann, et al en 1969 describieron la interesante funcion de la
IgE en la defensa del huésped. En ese estudio se observé una mayor susceptibilidad de
infecciones sinopulmonares en pacientes con ataxia telangiectasia relacionada con deficiencia
combinada de IgA e IgE, no asi en quienes tuvieron ataxia telangiectasia sélo con deficiencia de
IgA. Por otro lado, en 1975 Buckley y cols. en 165 pacientes con inmunodeficiencia primaria,
observaron que la concentracibn de IgE se encontraba significativamente disminuida, en
comparacion con el grupo control (pacientes sanos). En este momento, no existia una metodologia
estandar en uso para medir los niveles de IgE, ni los autores reportan el uso de una definicion
comun que constituya una verdadera deficiencia de esta inmunoglobulina. Sin embargo, informes
mas recientes que utilizan tecnologias estandarizadas sugieren que anticuerpo IgE puede
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desempefiar un papel protector en algunas infecciones parasitarias, bacterianas y virales en los
seres humanos, y poseen propiedades anti-tumorales in vitro.

Secord y colaboradores reportaron que la incidencia de infecciones oportunistas y retraso
del crecimiento fue menor en los nifios con infeccion VIH-1 y niveles altos de IgE de lo que estaba
en los nifios infectados VIH-1 con niveles de IgE baja o normal y disminuciones similares en la
cuenta de linfocitos T CD4+; anticuerpos IgE anti-VIH se detect6 en el 43% de la nifios con niveles
altos de IgE. Pellegrino y asociados encontraron que todos los miembros de un grupo de
sobrevivientes pediatricos que fueron infectados con VIH por via materna, tenian niveles elevados
de IgE sérica total e hicieron IgE anti HIV-1 capaces de inhibir la replicacién del VIH in vitro. El
efecto inhibidor se revirtié6 cuando la IgE se removié6 mediante columnas de inmunoafinidad o
anticuerpos anti-IgE.

En un estudio con 700 pacientes asintomaticos de Tanzania y cols.,encontraron que la IgE
de elevada (Pero no IgG) anti-P. falciparum se asocio con un menor riesgo para el desarrollo
subsecuente de malaria clinicamente evidente. Duarte y cols. encontraron que respuestas de IgE
especificas para P. falciparum han contribuido al control de la malaria, especialmente en pacientes
asintométicos. También hay informes de que los anticuerpos IgE pueden proporcionar inmunidad
contra la infeccion por B. burgdorferi en los nifios que dura toda la vida adulta, y contribuyen a la
expulsién de parasitos intestinales como N. americanus. Los autores encontraron que la deficiencia
de IgE predispone a la infeccién sinopulmonar por patégenos respiratorios comunes, incluyendo S.
pneumoniae, H. influenzae y M. catarrhalis.

Proteccién contra las enfermedades autoinmunes

La prevalencia de la enfermedad autoinmune es elevado en personas con deficiencia de
Inmnoglobulinas particularmente con Hipogammaglobulinemia de IgA. Se ha documentado una
predisposicion similar en pacientes con deficiencia de IgE. Una serie de mecanismos que podrian
explicar esta asociacién: La IgE es una inmunoglobulina predominante de la mucosa, por lo tanto,
es posible que la IgE proteja contra la autoinmunidad al impedir la absorcion sistémica de los
antigenos de la mucosa. La falta de la exclusidon de antigeno en la barrera de la mucosa podria
permitir que antigenos exdgenos induzcan una respuestas autoinmunes por estimulacion de los
linfocitos autorreactivos a través de mimetismo molecular.

Con ello se promueve la formacion de complejos inmunes; por activacién policlonal de los
linfocitos inducida por super-antigeno; mediante la induccién de una perturbacion de la red de
idiotipos, o por induccion aberrante de antigenos MHC de clase Il.

Es También posible que factores genéticos comunes puedan predisponer a un individuo
tanto para la deficiencia de IgE y enfermedades autoinmunes, o que los niveles bajos de IgE
reflejan un desequilibrio entre la actividad de los linfocitos Thl y Th2. Eso, a su vez, favorece el
desarrollo de enfermedades autoinmunes mediadas por Thl como el lupus eritematoso sistémico y
la artritis reumatoide. El lupus eritematoso sistémico también puede estar relacionado con la
desregulacién de linfocitos Treg para auto-anticuerpos o defectos anti-apoptoticos.
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Proteccién contra la enfermedad de las vias aéreas reactivas

La prevalencia de enfermedades reactivas de la via aérea no alérgica (rinosinusitis,
bronquitis y asma) aumenté en los pacientes con deficiencia de IgE. Sin embargo, no esta claro si
estos hallazgos fueron el resultado de una deficiencia de IgE o reflejo inherente del sesgo de
selecciobn. En un estudio en que participacion 664 mujeres embarazadas, Levin y cols.,
encontraron que los 21 individuos con niveles séricos bajos de IgE (<2,0Ul / ml) tenian una mayor
prevalencia de sintomas de rinosinusitis, pero una menor prevalencia de diagnéstico médico de
rinosinusitis en comparacion con los de niveles normales 6 elevados de IgE. Otros estudios sobre
la prevalencia de la enfermedad de la via aérea en pacientes con deficiencia de IgE son del mismo
modo no concluyentes. La evidencia experimental puede brindar una explicacidon de la ocurrencia
de inflamacion de la via aérea de origen no-infeccioso, no alérgico en algunos pacientes con
deficiencia de IgE. Kang y cols., demostrarén la ocurrencia de la inflamaciéon de las vias
respiratorias en ratones con deficiencia de linfotoxina-a (LTA a-/ -) junto con niveles disminuidos de
IgE y la capacidad de respuesta de la via aérea reducida, tanto a estimulos ambientales como a
antigenos inducidos. Los autores de este articulo sugirieron que la presencia de niveles bajos de
IgE reduce la capacidad de los mastocitos de responder normalmente a los antigenos de las vias
respiratorias y, en consecuencia, para producir citocinas Th2 que favorecen desarrollo de (IL-4, IL-
13).

CARACTERISTICAS CLINICAS

La mayoria de los pacientes con deficiencia de IgE consultan con un médico por la
persistencia de los sintomas sinopulmonares que con frecuencia se asumen como de origen
alérgico. Estos pacientes son mas propensos a quejarse de artralgias, fatiga crénica y sintomas
sugestivos de infeccion de las vias respiratorias. Ademds, tienen una significativa mayor
prevalencia de enfermedad autoinmune. En diferentes estudios con pacientes con deficiencia
selectiva de IgE se encontré que tienen una mayor prevalencia de enfermedad sinopulmonar,
fatiga crénica, y enfermedad autoinmune.

TRATAMIENTO

En la actualidad, los intentos de sustituir la IgE en personas con deficiencia de IgE no son
viables ni recomendables pero se debe dar la terapia estandar para sus condiciones subyacentes.
Se ha reportado que pacientes manejados con gammaglobulina intravenosa (400 mg/kg/mes),
observan mejoria clinica, con espaciamiento de las infecciones de las vias respiratorias y
disminucién en su gravedad.
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OBJETIVOS

Objetivo general: Identificar Factores genéticos de riesgo para desarrollar deficiencia de
Inmunoglobulina E

Obijetivos especificos:

1. Determinar si existen SNPs en genes involucrados en la produccién de IgE que se asocian

a niveles bajos de IgE.

JUSTIFICACION

La prevalencia de la deficiencia de IgE es altamente dependiente de la poblacién en
estudio. Los pacientes presentan diversidad en su fenotipo desde un curso asintomatico hasta
infecciones graves recurrentes.

Hasta el momento no se cuenta en nuestro pais con estudios a nivel genético de esta
inmunodeficiencia

MATERIAL Y METODOS.

Se seleccionaron pacientes con diagnoéstico de deficiencia de IgE, de la consulta externa
del servicio de Alergia e Inmunologia de la Clinica del Hospital Regional Lic. Adolfo L6pez Mateos
del ISSSTE. EIl periodo de estudio fue de junio del 2010 al 01 junio de 2011. Teniendo como
criterios de inclusion a pacientes con Inmunoglobulina E por debajo de 5Ul/dl en 2 determinaciones
realizadas en el laboratorio central del Hospital. Excluyéndose del estudio aquellos pacientes con
otro tipo de inmunodeficiencias tanto celular como humoral. Se formaran 3 grupos, el grupo indice
con deficiencia de IgE, el grupo control y un grupo con niveles de IgE elevada con Dermatitis
Atopica. Se tomara muestra de sangre periférica en tubo con anticoagulante a los 3 grupos y se
analizaran en el Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN) mediante analisis de
polimorfismos de un solo nucleétido a las muestras de los 3 grupos en busqueda de
polimorfismos.

Extraccion de ADN a partir de sangre periférica

De cada participante se obtuvieron 5 a 10 ml de sangre periférica mediante venopuncion.
La muestra de sangre se almacend en tubos Vacutainer con EDTA para evitar su coagulacion. Las
células nucleadas se obtuvieron a partir de la centrifugacion de 5 ml de sangre total a 3,000 rpm
durante 20 min. Posteriormente la interfase compuesta por leucocitos se transfirié a un tubo limpio
y las células se lavaron con 6 ml de solucion de lisis de eritrocitos (RCLB).

Para la extraccion de ADN, se utilizaron alternativamente dos Kits, QIAgen Blood
(QIAGEN, GmbH D-40724, Hilden) y PUREGENE (GENTRA), bajo las especificaciones
establecidas por los proveedores. Se adicionaron 3 ml de solucidn de lisis celular al tubo que
contenia el boton de células blancas; se agité vigorosamente en el vortex durante 1 min hasta
eliminar los agregados celulares. Posteriormente, a este mismo tubo se le agregdé 1 ml de solucién
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para precipitar proteinas, se agitd vigorosamente en el vortex durante 1 min y se centrifugo la
muestra a 3,000 rpm durante 15 min.

El sobrenadante se transfirié cuidadosamente a un tubo limpio, al cual se le agreg6 5 ml de
isopropanol para precipitar el ADN. Las hebras de ADN se hicieron evidentes después de que se
agit6 el tubo fue por inversion por lo menos 6 veces. Finalmente con una pipeta Pasteur se extrajo
el ADN y se diluy6 en 500 ul de buffer TE (TEKNOVA).

Cuantificacion y evaluacion de la integridad del ADN

La cuantificacion del ADN se realiz6é en un espectrofotometro (nanodrop) a una longitud de
onda (A) de 260 nm. El sistema arrojo la concentracién en ng/ul, tomando en cuenta el valor de
D0260 (densidad Optica a 260 nm) y la constante para ADN (0.05). Los indices de pureza y de
proteinas también se determinaron automaticamente. Un valor mayor a 1.6 indicé un nivel de
pureza del ADN adecuado para estudios posteriores.

La evaluacion de integridad del ADN se realizé mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. En el gel se cargé 1 ul de ADN con 5 ul de azul de
bromofenol. La electroforesis se corrid a 100 volts durante 30 minutos y finalmente se observo en
un transiluminador con luz UV. La integridad del ADN se consideré adecuada cuando su peso
molecular fue mayor a 23,000 pares de bases (pb).( Fig 1)

Sondas TAQMAN
a) Disefio de oligonucleodtidos y sondas especificas

Los oligonucledtidos para los analisis de secuenciacién y las sondas de cada uno de los SNPs
fueron disefiadas obteniendo la secuencia de cada gen del “Gene Bank” (NCBI) y utilizando los
programas Primer Express 3.0 y File Builder v3.0 (Applied Biosystem Foster City, CA, USA),
respectivamente.

b) 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. Ademéas ambas
sondas contenian en el extremo 3’ un “quencher” (TAMRA) el cual mientras la sonda permanece
intacta, inhibe la emisién de fluorescencia. Durante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
los primers hibridan con una secuencia especifica del templado de ADN. Si éste contiene la
secuencia polimérfica, la sonda TagMan también hibrida con su secuencia homdloga.

Durante la PCR, la AmpliTag Gold, que tiene actividad tanto de ADN polimerasa como de
exonucleasa 5’-3’, es capaz de digerir la sonda marcada durante la amplificacion y liberar el
colorante fluorescente de la accidn del “quencher”, de tal manera que dadas las condiciones de
astringencia utilizadas durante la reaccion, sélo la sonda especifica para el polimorfismo presente
es capaz de hibridar. Por lo tanto fue posible diferenciar un alelo del otro con base en el tipo de
fluorescencia emitida. (Fig 2)
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RESULTADOS
Caracteristicas de los pacientes.

Se incluyeron 19 pacientes con deficiencia de IgE, 6 hombres y 13 mujeres, con una media de
edad de de 20 afios. Entre las manifestaciones clinicas se encontraron infecciones de las vias
respiratorias con sinusitis y faringitis en un 42%, y neumonia en un 15.7%. Del total de los
pacientes incluidos un 26.3% estaban manejados con gammaglobulina intravenosa. Las
caracteristicas clinicas de los pacientes se resumen en la tabla 1.

Se realizaron perfil de inmunoglobulinas en todos los pacientes, Biometria hematica completa,
subclases de IgG, pruebas cuténeas, rx de senos paranasales, rx de tdrax, incluyéndose aquellos
con niveles de IgE menor a 5UIl/dlI en por lo menos 2 cuantificaciones diferentes, sin ninguna
alteracién en el resto de inmunoglobulinas é a nivel celular, con consentimiento firmado y donaran
10ml de sangre periferica, encontrando una elevada presencia de polimormismos de IL-4, IL4-R,
GM-CSF, STAT 3, GATA 3 en los pacientes con deficiencia de IgE comparados con los controles

Anadlisis de resultados.

Genotipos y frecuencias de alelos: El genotipo y la frecuencia de alelos en pacientes con
deficiencia de IgE y controles se muestran en la tabla 2 Y 3. El analisis estadistico de sus
resultados se realizo mediante los programas de bioestadistica EPI INFO y FINETI.

El gen de IL-4 en la posicion 132009821 para el alelo C en los pacientes con deficiencia de IgE vs
controles [p=0.018, OR= 14.74, C.l. (2.38-91.234)] y para el homocigotos del alelo C [p=0.002,
OR=29.400, C.I (1.154-749.32)], pero no para los pacientes con dermatitis atopica vs controles.

En el gen de IL-4 R-50 en la posicién 27319 existe diferencia significativa para el alelo A en los
pacientes con deficiencia de IgE vs controles [p=0.018, OR= 2.22, C.I. (1.131-3.89)], para los
homocigotos AA se aumenta [p=0.0017, OR= 6.5.7, C.1(1.63-25.85)] y en pacientes con DA
[p=0.03, OR=0.497, C.I(0.257-0.963)] y [p=0.007 OR=5.41, C.I(1.42-20.55)].

En el gen del FCER1B en la posiciéon 59858712 existe diferencia significativa para el alelo A en los
pacientes con deficiencia de IgE vs controles [p=0.00001, OR= 16.9, C.l. (5.02-54.93)], y en
pacientes con DA [p=5.57 x10™'°, OR= 26.10, C.I (8.86-76.9)].

Para el gen de GM-CSF en la posicion 131436741 para el alelo A se encontré una diferencia
significativa en los pacientes de deficiencia de IgE vs controles [p=0.0090, OR= 0.071 C.I. (0.0017-
1.167)]

Para el gen de GM-CSF en la posicién -130 para el alelo A se encontré una diferencia significativa
en los pacientes de deficiencia de IgE vs controles [p=0.0054, OR= 0.060 C.I. (0.004-1.018)], no
asi en los pacientes con dermatitis atépica vs controles.

Para el gen de STAT 3 en la posicion40481529 se encontrd diferencia significativa para los
pacientes con deficiencia de IgE vs controles para ambos alelos C y G [p=5.06 X10®°, OR= 6.18
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C.l. (3.34-13.88)], [p=1.48 X10™, OR= 63.500, C.I (9.81-410)] respectivamente y en los pacientes
con dermatitis atdpica [p=0.00003, OR= 3.83, C.I. (1.98-7.14)], [p=0.00006, OR= 19.05, C.I(2.84-
127.55)].

Para el gen de GATA 3 en la posicién 8156085 el alelo C se encontré6 sobre expresado en
pacientes con deficiencia de IgE vs controles [p=0.005, OR= 13.52, C.I. (2.90-62.97)].

Conclusiones

En este estudio se encontrd asociacién con la enfermedad en los polimorfismos para los siguientes
genes: IL-4, IL-4 R50, FCER-1B, GM-CSF, STAT3, GATA3

Todos los genotipos, tanto en los casos y los controles estuvieron en HWE. Hemos documentado
diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de los SNPs situados en IL-4
rs4986964, p = 0,018, OR = 14,74, IL-4R, rs18005010, p = 0,018, OR = 2.22, FCER-1B, rs556917,
p = 0,00001, OR = 16,9, GM-CSF, STAT-3 y los genes GATA-3: GMFCS-130 (p = 0.0000019, O =
0,22), STAT-3 rs2293152 (p = 5,06 X10-9, OR = 6.18), GATA-3 rs2229360 (p = 0,005, OR =
13,52).

La mayor diferencia se encontr6 en el alelo T de rs556917, que fue mas frecuente en los casos en
que los controles (42,1% y 1,5%, respectivamente, p = 0,00001 OR = 16.907, IC 95% 5,02 a
54,93,). Curiosamente, el alelo C de 4986964 (IL-4) aumentd significativamente en el genotipo
homocigoto (C: OR = 14,74 IC 95% 2,38 a 91.234, p = 0,018 para CC OR= 29,4, IC95% 1,154 a
749,32, p = 0,002).

En los siguientes genes evaluados no se encontraron asociados para el riesgo de desarrollar
deficiencia de IgE.IL-13: rs20541, rs1881457, rs1295685, IL-10, IL-5: Rs2069812 5' UTR,
FCER1B: 59860178, rs556917, rs2847655, rs2583476, INF y: rs1861494, STAT 3: rs2293152,
rs9912773, TIK-2 : rs280500, rs12720356, rs1269486, rs422628, rs1058240. Tabla 3

Nuestros resultados sugieren que existen polimorfismos que podrian estar relacionados con el
aumento de la posibilidad de desarrollo de inmunodeficiencia selectiva de IgE, por lo que en caso
de confirmarse esta asociacion en estudios con un mayor nimero de pacientes, seria de utilidad el
estudio genético temprano
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FIGURAS
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Fig. 1. Gel de agarosa al 2% para observar la integridad del
DNA ontenido en el pozo numero 1 el marcador de peso

Allelic Discrimination Plot Legend
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Fig. 2. Plot de discriminacidn alelica, en el eje de las X se observan los
homocigotos para el cromosoma X, en el eje de las Y los homocigotos para el
cromosoma Y los que quedan intermedios heterocigotos.
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TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con deficiencia de IgE

Paciente | Sexo | Edad | IgE | Eosindfilos Copropara Pruebas | Inmuno- | Gammaglo Rinitis Urticaria | Dermatitis | Asma | Sinusitis Neumonia
en sangre | citoscOpicos | cutaneas | terapia bulina IV** | alérgica atopica
(©)] *
1 M 7 3 100 - - - - - - - - - -
2 F 52 4.9 179 - - - - - - - - - -
3 M 34 4.6 500 - + - - + - - + - -
4 F 11 3.9 100 - - - ¥ + - N - ¥ T
5 M 4 4 105 - - R ¥ - N - - + n
6 F 47 4.2 0 - - - ¥ - - - - ¥ ¥
7 M 34 4.6 200 - + + - + - - + - B
8 F 42 4.3 100 - - R ¥ - - - ¥ ¥ N
9 M 14 4.3 100 - + - - - - - + - -
10 F 7 1.6 100 - + + - - - - - + -
11 F 4 45 200 - - - - - N - n _ N
12 M 14 4 100 - + + + . - N + + T
13 M 4 4.5 300 - - - - - - - + + -
14 F 5 3.8 100 - + + - + - - + + -
15 F 4 4.2 100 - - - - + - - - - -
16 F 1A6M | 4.2 200 - - - - - - - + B +
17 F 33 3.8 100 - - - - - + - - - -
18 F 4 4.2 100 - + + - + - - - - B
19 F 60 4.3 400 - + + - - - - + N -

*Pruebas cutaneas + se definié como roncha 3mm superior al control negativo. **Tratamiento con Gammaglobulina a 400mg/kg/dosis cada mes
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Tabla 2. Relacién de SNP’s analizados, asociados para el desarrollo de deficiencia de IgE

GEN rs Posicién en | Genotipos/ | Controles IgE DA p OR 95%ClI
el Gen alelos
IL-4 4986964 | 132009821 CcC 0 (0%) 1(5.2%) 0(0%) 0.0020. 29.400 1.154- 749.32
CT 2 (1.1%) 1(5.2%) 1(4%)
TT 171 (98.9%) | 17(89.6%) 24(96%)
C 2 (0.6%) 3(7.9%) 1(2%) 01849 14.743 2.38-91.234
T 344 (99.4%) | 35(92.1%) 49(98%)
IL-4 R50 | 18005010 27319 AA 78 (44.8%) 5(26.3%) 6(30%) 0.003 6.500 1.634.25.85
AG 84(48.3%) | 9(47.3%) 9(45%)
GG 12(6.9%) 5(26.3%) 5(25%)
A 240 (69%) | 19(50%) 21(52.5%) 0.018 2.22 1.131-4.366
G 108 (31%) 19(50%) 19(47.5%)
FCER1B| 556917 59858712 AA 156 (96.9%) | 11(57.9%) 12(50%)
AT 5 (3.1 %) 8(42.1%) 10(41.7%) 5.26 X10™ 22.69 6.34 -81.09
TT 0 (0) 0(0%) 2(8.3%)
A 317 (98.5%) | 30(78.9%) 34 (78.8%)
T 5(1.5%) 8(42.1%) 14(29.2%) 0.00001 16.907 5.20-54.93
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GM-CSF| 1469149 | 131436741 AA 123 (70.3%) | 19(100%) 25(100%) 0.0054 0.060 0.004-1.018
AC 50 (28.6%) 0(0%) 0(0%)
cc 2 (1.1%) 0(0%) 0(0%)
A 296 (84.6%) | 38(100%) 50(100%) 0.00906 0.071 0.004-1.137
C 54 (15.4%) 0% 0%
GM-CSF -130 AA 90 (52%) | 3(15.8%) 3(12%)
AC 72 (41.6%) | 8(42.1%) 11(44%)
cc 11 (6.4%) | 8(42.1%) 11(44%) 0.0000019 21.82 4.31-124.99
A 252(72.8%) | 14(36.8%) 17(34%)
C 94(27.2%) | 24(63.2%) 33(66%) 0.0000119 0.22 0.14-0.48
STAT 3 | 2293152 | 40481529 CcC 127 (75.6%) | 5(26.3%) 3(12%) 7.88X X10 ™ 8.67 2.45-25.54
CG 39 (23.2%) | 9(47.4%) 12(48%)
GG 2 (1.2%) | 5(26.3%) 10(40%)
C 293 (87.2%) | 19(50%) 18 (36) 5.06 X10™%° 6.81 3.34-13.886
G 43 (12.8%) | 19(50%) 32(64%)
GATA 3 | 2229360 | 8156085 ccC 171(98.2%) | 15(79%) 25(100%) 0.00002 15.200 3.10-74.33
CT 3(1.8%) 4(21%) 0(0%)
TT 0(0%) 0(0%) 0(0%)
C 345(99.1%) | 34(89.5%) | 50 (100%) 0.0052 13.52 2.90-62.97
T 3(0.9%) 4(10.5%) 0(0%)
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Tabla 3. Relacion de SNP’s analizados, no asociados para el desarrollo de deficiencia de IgE

GEN rS Posicion | Genotipos/ | Controles IgE DA p
en el Gen alelos
IL-13 20541 131995964 CcC 65 (39.6%) 9(47.4%) 16(64%) 0.76
CT 74 (45.2%) | 8(42.1%) 6(24%)
TT 25 (15.2%) | 2(10.5%) 3(12%)
C 204 (62.2%) | 26(68.4%) 38(76%) 0.56
T 124 (37.8) | 12(31.6%) 12(24%)
IL-13 1881457 | 131992409 AA 95 (52.8%) 11(57.9%) 11(44%) 0.54
AC 75(41.7%) | 6(31.6%) 9(36%)
cc 10 (5.5%) 2(10.5%) 5(20%)
A 265 (73.6%) | 28(73.7%) 31(62%) 0.85
C 95 (26.4%) | 10(26.3%) 19(38%)
IL-13 1295685 | 131996445 cc 23 (14.8%) | 9(47.4%) | 17(70.8%)
CT 57 (36.5%) | 5(26.3%) 3(12.6%) 0.3
TT 76 (48.7%) | 5(26.3%) 4(16.6%)
C 103 (33%) | 23(60.5%) | 37(77.1%) 0.42
T 209(77%) | 15(39.5%) | 11(22.91%)
IL10 -819 CcC 50 (30.1%) 6(31.6%) 7(28%) 0.78
CT 78 (47%) | 12(63.2%) 13(52%)
TT 38(22.9%) | 1(5.63%) 5(20%)
C 178(53.6%) | 24(63.2%) 27(54%) 0.34
T 154(46.4%) | 14(36.8%) 23(46%)
IL-5 2069812 | 131907815 ccC 66 (40.7%) 8(44.4%) 14(56%) 0.45
CT 83 (51.3%) | 10(55.6%) 9(36%)
TT 13 (8%) 0(0%) 2(8%)
C 215 (66.4%) | 26(72.3%) 37(74%) 0.60
T 109 (33.6%) | 10(27.3%) 13(26%)
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FCERIB 502581 | 59860178 AA 63 (35.6%) | 11(57.9%) | 14(56%) 0.12
AC 103 (58.2%) | 8(42.1%) 9(36%)
ccC 11 (6.2%) 0 (0%) 2(8%)
A 229 (64.7%) | 30(78.9%) | 37 (74%) 0.11
C 125 (35.3%) | 8(21.1%) 13(26%)
FCER1B 556917 | 59858712 AA 156 (96.9%) | 11(57.9%) | 12(50%)
AT 5(3.1%) | 8(42.1%) | 10(41.7%)
TT 0 (0) 0(0%) 2(8.3%)
A 317 (98.5%) | 30(78.9%) | 34 (78.8%)
T 5 (1.5%) 8(42.1%) | 14(29.2%)
FCERIB | 2847655 | 59865671 ccC 0 0(0%) 2(8.4%) 0.26
CT 43 (27%) | 8(42.1%) | 4(16.6%)
TT 116 (73%) | 11(57.9%) | 18(75%)
C 43 (135%) | 8(42.1%) | 8(16.6%) 0.31
T 275 (86.5%) | 30(78.9%) | 40(83.4%)
FCER1B | 2583476 | 59857581 ccC 6 (3.5%) 0(0%) 2(8.3%) 0.68
CT 64 (37.9%) | 8(42.1%) | 7(29.2%)
TT 99 (58.6%) | 11(57.9%) | 15(62.5%)
C 76 (22.5%) | 8(42.1%) | 11(22.9%) 0.99
T 262 (77.5%) | 30(78.9%) | 37(77.1%)
INFy 1861494 | 40481529 ccC 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0.16
CT 1 (0.5%) 0(0%) 0(0%)
TT 179 (99.5%) | 19(100%) | 25(100%)
C 1 (0.3%) 0(0%) 0 (0%) 0.16
T 359 (99.7%) | 38(100%) | 50(100%)
STAT 3 8074524 | 40469598 ccC 149 (86.7%) | 16(84.2%) | 22(88%) 0.74
CT 20 (11.6%) | 3(15.8%) 3(12%)
TT 3 (1.7%) 0(0%) 0(0%)
C 318 (92.5%) | 35(92.1%) | 47(94%) 0.85
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T 26 (7.5%) 3(7.9%) 3(6%)
STAT 3 9912773 | 40510534 ccC 127 (75.6%) | 10(52.6%) | 17(68%) 0.69
CG 39 (23.2%) | 9(47.4%) 8(32%)
GG 2 (1.2%) 0(0%) 0(0%)
C 293 (87.2%) | 29(6.3%) 42(84%) 0.11
G 43 (12.8%) | 9(23.7%) 8(16%)
TIK-2 280500 | 46065244 AA 154(90.1%) | 15(79%) 19(76%) 0.57
AG 17(9.9%) 4(21%) 6(24%)
GG 0(0%) 0(0%) 0(0%)
A 325(95.1%) | 34(89.5%) | 44(88%) 0.14
G 17(4.9%) | 4(10.5%) 6(12%)
TIK-2 12720356 | 10490402 GG 167(97.6) | 18(94.8%) 25(100) 0.45
GT 4(2.4) 1(5.2%) 0(0%)
TT 0(0%) 0(0%) 0(0%)
G 338(98.8%) | 37(97.4%) | 50(100%) 1
T 4(1.2%) 1(2.6%) 0
GATA3 | 11567879 | 8135735 AA 168(96.6%) | 19(100%) 25(0%) 0.41
AG 6(3.4%) 0(0%) 0(0%)
GG 0(0%) 0(0) 0(0)
A 342(98.3%) | 38(100%) | 50(100%) 2.42
G 6(1.7%) 0(0%) 0(0)
GATA3 1269486 | 8136205 AA 0(0%) 0(0%) 1(4%) 0.93
AG 29(16.6) 3(15.8%) 3(12%)
GG 145(83.4) | 16(84.2%) | 21(84%)
A 29(8.3%) 3(7.9%) 5(10%) 1
G 319(91.7%) | 35(92.1%) | 45(90%)
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