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GLOSARIO

HLA: Human leucocyte antigens (antigeno leucocitario humano)

MHC: Major histocompatibility complex (Complejo Mayor de Histocompatibilidad)
DNA: Acido desoxirribonucléico (ADN).

Onicomicosis: Infeccién fungica de las ufias

Dermatofitosis: Infeccion de la piel y sus anexos por hongos dermatofiticos.
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RESUMEN

Se analizo la frecuencia de alelos HLA-B y HLA-DR en los familiares de pacientes
con onicomicosis, tanto familiares afectados y no afectados por onicomicosis. En
total se estudiaron 25 familias conformadas por 78 pacientes, de los cuales 47
tenian onicomicosis y 31 eran sanos. Al comparar los haplotipos conformados por
HLA-B y HLA-DR no hubo ninguna diferencia estadisticamente significativa, ya
que el numero de haplotipos sanos fue muy pequefio. Al comparar con controles
histéricos, se encontré6 una asociacion del alelo HLA-DR8 y la presencia de
onicomicosis (p=0.03, OR 1.89, IC 95% 0.98-36), por lo que posiblemente el tener
este alelo confiera susceptibilidad para el desarrollo de onicomicosis. No se

encontro relacion alguna con el locus HLA-B.

ABSTRACT

We analyzed the frequency of HLA-B and HLA-DR alleles in patients with
onychomycosis and their relatives with or without this mycosis. Seventy eight
cases were studied in 25 families, 47 of them had onychomycosis and 31 were
healthy. When HLA-B and HLA-DR haplotypes were compared, no statistically
significant difference was found because the number of haplotypes in healthy
patients was very small. When patients with onychomycosis were compared with
historic controls, an association of the HLA-DR8 allele and the presence of
onychomycosis was found (p=0.03, OR 1.89, IC 95% 0.98-36). Susceptibility for
the development of onychomycosis can be related with this allele. No association
was found with the HLA-B locus.



1. INTRODUCCION

Las onicomicosis son las alteraciones ungueales mas frecuentes en la consulta
dermatoldgica. Afectan principalmente las ufias de los pies, y hasta en un 71%
dependen de dermatofitos, siendo T. rubrum el agente causal mas frecuente
(85%). Son asintomaticas y generalmente se inician a partir de una infeccién

superificial de la piel adyacente.

Existen factores predisponentes bien reconocidos, sin embargo se cree que hay
una alteracion inmunitaria en los pacientes afectados que permite que el
dermatofito permanezca oculto del control inmune tanto humoral como celular.
Ademas se ha observado que la afeccion por onicomicosis es muy comun dentro
de una misma familia, en algunos estudios incluso se sefala un patron de
herencia autosémico dominante. Esto no puede atribuirse solamente a transmisién
intrafamiliar, ya que también hay una muy baja prevalencia de onicomicosis en

personas que se casan y viven por afios con personas afectadas.

El sistema HLA participa en la fisiopatogenia de varias enfermedades con
alteraciones de la respuesta inmune al estar involucrado en la presentacion de
antigenos y el inicio de la respuesta inmune. Por lo tanto, podria ser un factor
clave en el desarrollo de onicomicosis, y hay estudios previos que sustentan esta

hipotesis.

En este trabajo se busco identificar haplotipos de alelos HLA-B con HLA-DR en
pacientes con onicomicosis y sus familiares tanto afectados como no afectados

gue confieran susceptibilidad o resistencia al desarrollo de la enfermedad.



2. ANTECEDENTES
LA ONICOMICOSIS

Las dermatofitosis o tifias son un conjunto de micosis superficiales que afectan la
piel y sus anexos (pelo y ufias). Pueden adquirirse del ambiente, animales o ser
humano y son causadas por un grupo de hongos parasitos de la queratina
denominados dermatofitos que comprenden tres géneros: Trichophyton,

Microsporum y Epidermophyton.. »%34>07

Presentan una distribucion mundial y predominan en zonas tropicales. Afectan a
cualquier edad, raza, sexo o medio socioecondmico. Constituyen el 70 a 80% de
todas las micosis y tienen una frecuencia del 5% en la consulta
dermatoldgica.***>"® Se estima que aproximadamente un 20% de la poblacién
norteamericana padece una infecciéon dermatofitica con una prevalencia de 81 por
cada 1000 habitantes.*?

En México se observan entre los 10 primeros lugares de la consulta dermatoldgica
y las formas clinicas mas frecuentes son las onicomicosis (30%) y las tifias de los
pies (25 a 30%) 1232679

Las onicomicosis son las onicopatias mas frecuentes (40%).> Predominan entre
los 20 a 40 afios de edad con una relacibn hombre-mujer de 2:1; En nifios se
observan en un 4 a 8%."> Afectan en un 90% a las ufias de los pies y 10% en las
manos, hasta un 71% dependen de dermatofitos, siendo T. rubrum el agente
causal mas frecuente (70 a 85%). Son ocasionadas por Candida sp en 10 a 20% y

por mohos no dermatofitos en 4 a 5%. 1347810

Son asintoméaticas y se caracterizan por hiperqueratosis subungueal, estrias
longitudinales, cambios de coloracion, paquioniquia y onicolisis. De acuerdo a su

presentacion clinica se pueden dividir en: onicomicosis subungueal distal y lateral



(OSDL), onicomicosis blanca superficial (OBS), onicomicosis subungueal blanca

proximal (OSBP) y onicomicosis distréfica total (ODT),"%®

Por lo general, el padecimiento suele iniciarse a partir de una tifia de la piel
lampifia.’* Chanussot y cols. encontraron un frecuencia del 76.5% en tifia de los
pies de localizacién plantar y del 67.1% en tifia interdigital en pacientes con
onicomicosis del servicio de dermatologia del Hospital Gea Gonzélez.** El hongo
invade la queratina avanzando a través de una red de tuneles excavados (red
transversa de Alkiewics) dirigiendose hacia la matriz ungueal. Comienzan en el
borde distal de la ufia y en menor proporcion en los bordes laterales, proximal o

parasitan superficialmente la lamina ungueal ***

El diagnostico se hace mediante un examen directo micologico en el que se
observa al microscopio material obtenido del raspado de la ufia con hidréxido de
potasio (KOH) al 30% o con negro de clorazol para identificar las estructuras
fugnicas, sean filamentos o esporas. El ideal es obtener crecimiento del hongo
causal en un cultivo en agar Sabouraud o Mycosel, sin embargo las tasas de

aislamiento son muy bajas, del 20 al 30%."?

Los principales factores predisponentes incluyen: humedad, maceracion, oclusion,

traumatismos, diabetes e inmunosupresién.t?1%12



EL SISTEMA DE ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO (HLA)

El sistema de antigeno leucocitario humano (HLA) es la versiébn humana del
complejo principal de histocompatibilidad (CMH) que contiene 300 genes en una
porcién de cuatro millones de pares de bases en el cromosoma 6, dentro de éste,
se encuentra el sistema HLA que abarca 6 loci. Algunos de los genes dentro de
este sistema tienen que ver con la regulacion de la respuesta inmune y se
clasifican dentro de tres grandes grupos: clase I, clase Il y clase lll, los cuales son

estructural y funcionalmente distintos.**** (Figura 1.)

Figura 1. Localizacién y organizacion de complejo HLA en el cromosoma 6 (N Engl J Med 2000;343(10)).

Los genes del HLA clase | (A, B y C) se expresan virtualmente en todas las células
nucleadas y estan involucradas en la presentacion de péptidos a linfocitos T
CD8+. (Figura 2)



Figura 2. Procesamiento antigénico intracelular- Muestra la generacién de péptidos por medio de las moléculas de HLA
clase I. Las proteinas defectuosas son degradadas por proteosomas. Los péptidos seleccionados son después
transportados hacia el reticulo endoplasmico donde son cargados dentro de una molécula de clase | recién sintetizada y
exportados hacia la supericie de la célula. (N Engl J Med 2000;343(10)).

Los genes del HLA clase Il (DP, DQ y DR) se expresan constitutivamente en un
subgrupo de células del sistema inmune que incluye linfocitos B, linfocitos T
activados, macrofagos, células dendriticas y células epiteliales del timo. Una de la
principales funciones de estas moléculas clase Il es la presentacion de
fragmentos de péptidos antigénicos de infecciones extracelulares a las células T
13,14,15,16

CD4+ para poder desencadenar una respuesta inmune adaptativa.
3).

(Figura



Figura 3. Muestra el procesamiento de proteinas extracelulares. Las proteinas extrafias son capturadas por endocitosis o
fagocitosis y secuestradas dentro de los endosomas. Las moléculas de clase Il sintetizadas en el reticulo endoplasmica son
liberadas hacia los lisosomas primarios, los cuales se unen con los endosomas para formar el compartimiento de clase Il del

CMH. Los complejos péptido-HLA son después exportadas hacia la superficie celular. (N Engl J Med 2000;343(10)).

Los genes de clase Il codifican para las cadenas alfa y beta de polipéptidos de las
moléculas de clase Il. La designacion de sus loci en el cromosoma 6 consiste en 3
letras: la primera (D) indica la clase, la segunda (M,0,P,Q o R) la familia y la
tercera (A o B) la cadena alfa o beta. Los genes individuales del sistema HLA son
diferenciados por numeros arabigos, y la notacion para las numerosas variantes
alélicas de estos genes es un numero precedido por un asterisco. Por ejemplo,
HLA-DRB1*0401 es una variante alélica 0401 del gen 1, el cual codifica para la

cadena beta de la clase molecular tipo Il perteneciente a la familia R. 134121617

Los genes del HLA clase Ill codifican moléculas importantes para el sistema

inmune, componentes del sistema del complemento y citocinas.*®

La introduccién de técnicas de biologia molecular en la tipificacion de los genes
HLA ha permitido identificar con gran exactitud aquellas combinaciones alélicas,
gue induciendo alteraciones inmunolégicas, originan diferentes grados de riesgo o

proteccién para una determinada enfermedad.*>*"*° (Tabla 1).



Enfermedad Marcador Riesgo relativo
HLA asociado de enfermedad

Esponidlitis anquilosante B27 87.4

Artropatia reactiva B27 37.0

Artritis reumatoide DR4 4.2

Sindrome de Behcet B51 3.8

Lupus eritematoso sistémico DR3 5.8

Diabetes mellitus DR3 3.3

insulinodependiente DQB1*0201 2.4

DR4 6.4

DQB1*0302 9.5

DR2 0.190.15
DQB1*0602

Enfermedad de Addison idiopatica DR3 6.3

Enfermedad de Graves DR3 3.7

Enfermedad celiaca DR3 10.8

Dermatitis herpetiforme DR3 15.9

Miastenia gravis DR3 2.5

B8 3.4

Sindrome de Goodpasture DR2 15.9

Esclerosis multiple DR2 4.1

Pénfigo vulgar (en judios DR4 14.4
Ashkenazi)

Psoriasis vulgaris Cwb 13.3

Tabla 1. Asociacion entre la presencia de varios alelos HLA y enfermedades autoinmunes selectas. (modificado de N Engl J
Med 2000;343(10)).

El HLA-DR4 es el alelo mas frecuente en la poblacion mestizo mexicana con una

frecuencia aproximada de 23%.'%%°



LA ONICOMICOSIS Y LA RESPUESTA INMUNE

El desarrollo de la respuesta inmune en infecciones fungicas depende de dos
factores principales: La especie causal y el grado de hipersensibilidad del
huésped. La colonizacion dermatofitica produce una reaccion inmune secundaria a
los productos metabdlicos del hongo que actian como factores de virulencia. Las
gueratinasas y proteasas digieren la queratina y liberan antigenos (glucoproteinas)

fingicos.*

Las dermatofitosis, sin embargo, pueden mostrar una diversidad clinica
extraordinaria: pueden ser agudas e inflamatorias o crénicas y no inflamatorias
como resultado de la interaccion entre el hongo parasito y la respuesta inmune del

hospedero. %%

No se conocen bien las alteraciones inmunitarias en las dermatofitosis, es
probable que las células de Langerhans de la epidermis procesen los productos
metabolicos del hongo y los presenten a neutréfilos y linfocitos. Sin embargo, en la
onicomicosis el dermatofito permanece oculto del control inmune dentro de la
lamina ungueal y la hiperqueratosis producida en el curso de la infeccién flingica.?®
Tanto la inmunidad humoral como la celular responden para eliminar al hongo, y
los mecanismos de defensa no especificos del hospedero previenen invasion a
tejidos mas profundos. Anticuerpos especificos se encuentran presentes en
pacientes infectados (Ig M, 1gG, IgA, IgE) pero no parece que provean proteccion
substancial contra la infeccion. Se sabe que la inmunidad mediada por células es
la piedra angular de la defensa contra infecciones dermatofiticas y la depresion
especifica de la inmunidad celular predispone a infecciones severas vy
diseminadas. En particular T. rubrum produce mananos que disminuyen la
intensidad de la respuesta inmune medida por células y crean condiciones
favorables para la persistencia fungica, que resulta en infeccidnes cronicas no
inflamatorias. 2% Se ha postulado que los pacientes con onicomicosis no pueden

evocar una respuesta celular adecuada para eliminar el dermatofito y se ha



postulado que tengan deprimida la reactividad de hipersensibilidad retardada. ®
Este déficit inmunoldgico selectivo, y tal vez inducido, puede ser relativamente
comun ya que hasta el 20% de la poblacién general tiene una infeccién fangica

cronica.?t



FACTORES GENETICOS ASOCIADOS A LA ONICOMICOSIS

Las infecciones cronicas por dermatofitos, como la onicomicosis, son tipicamente
asintomaticas, demostrando una adaptacion exitosa del hongo al organismo
humano. La inmunidad celular juega un papel importante para erradicar a los
dermatofitos del organismo. Los individuos con inmunidad alterada tienen

infecciones fungicas diseminadas y recurrentes. *

Se han documentado casos de onicomicosis por T. rubrum en algunos miembros
de una misma familia lo que sugiere un factor genético.?*?>%%2".28 English et al. en
1957 hicieron el primer comunicado de onicomicosis por T. rubrum en familias,
donde el 27% de los familiares de los pacientes de 19 familias estaban

infectados.?®

Zaias et al estudiaron a 12 familias de pacientes con onicomicosis subungueal
distal por T. rubrum que mostraron por arbol genealdgico un patrén de herencia
autonémico dominante.?® Esto no puede atribuirse a transmisién intrafamiliar, ya
que hay una muy baja prevalencia de infeccion por este dermatofito en personas

que se casan y viven por afios con personas afectadas.?>%°

GENES DE INMUNIDAD ADAPTATIVA

Es conocido que el HLA participa en varias enfermedades con alteraciones de la
respuesta inmune.*>***” La inmunidad celular disminuida es un factor de riesgo
bien conocido para la onicomicosis, y la inmunidad celular intacta es critica para
erradicar dermatofitos de la piel. El sistema HLA esta involucrado en regular
respuestas inmunes y los genes de HLA clase Il tienen un papel en la
presentacion de antigenos. Una gran proporciéon de genes del CMH estan
involucrados en la respuesta inmune, y la region del CMH se caracteriza por
efectos de un fuerte desequilibrio de union (strong linkage desequilibrium effects)

entre los genes.®***! Por lo tanto, cualquier alelo HLA asociado a enfermedad

10



puede ser solamente un marcador del verdadero gen de la susceptibilidad a la

enfermedad, con el que est4 en desequilibrio de unién (LD). *>*%7

Se han hecho estudios con el propdsito de verificar si hay suceptibilidad o
resistencia a la infeccién crénica por T. rubrum, pero aun hay controversia. En
estudios previos se ha reportado una relacibn entre los antigenos de
histocompatibilidad y la incidencia de la enfermedad. En un estudio inicial de
Ahmed et al, se encontré una alta frecuencia de HLA-A26, HLA-AW33 y HLA-DR4
en 29 pacientes con dermatofitosis cronica de los pies. Midieron también un
anticuerpo anti sustancia intercelular que se habia descrito previamente en
pacientes con dermatofitosis crénica (ICS) e inmunoglobulina E que se habia
implicado en prolongar crecimiento fangico, e incluso tipificaron el grupo
sanguineo. Concluyeron que si un paciente tiene historia de atopia, niveles altos
de IgE, grupo sanguineo A, y presentara los alelos HLA-A26 y/o HLA-DR4, este
paciente tendria un riesgo alto de desarrollar una infeccion crénica.®

Posteriormente Zaitz et al, %*

estudiaron en Brasil a un grupo de judios Ashkenazi
con onicomicosis. Se incluyeron 12 casos y 10 controles (judios ashkenazi sin
onicomicosis) a los que se les determiné alelos HLA por pruebas serolégicas y
técnicas de PCR. Se encontré que el HLA-DR52 estaba presente en los 22
pacientes (casos y controles). Por otro lado, el HLA-DR53 (HLA-DR4) se expreso
en 3 de los casos (25%) y en 10 controles (100%), de los cuales 60% expresaron
HLA-DR7. Se concluyé que el HLA-DR53 juega un papel importante en la
respuesta inmune de las células T a los péptidos fungicos y actia como un factor

protector en la susceptibilidad de desarrollar onicomicosis crénica por T.rubrum.?*

Sadabhiro et al, continuaron este estudio®® y analizaron la frecuencia de alelos HLA
en 25 pacientes judios Ashkenazi brasilefios con dermatofitosis cronica por T.
rubrum y compararon con 25 individuos sanos de la misma poblacion. Se encontro
que HLA-B14 fue mas frecuente en el grupo control, indicando una posible

asociacion con resistencia a infecciéon y desarrollo de la enfermedad por T.

11



rubrum. El HLA-DQB1*06 se asocio a susceptibilidad, estando presente con mayor
frecuencia en los casos, y fue estadisticamente significativo. Estos autores
sugieren que una o mas regiones comunes de la molécula probablemente pueden
unirse a antigenos de T. rubrum, modulando negativamente la respuesta inmune
al hongo por las células T. En otras palabras, presentando péptidos fungicos que
no inducen una respuesta celular protectora (Th1l), limitando la accién en el hongo

y consecuentemente permitiendo que persista en el organismo humano.*®

En un estudio reciente en pacientes mexicanos, Asz-Sigall et al, encontraron una
asociacion significativamente baja del alelo HLA-DR6 y onicomicosis por T. rubrum
en pacientes mexicanos, comparando pacientes con onicomicosis confirmada por
clinica y cultivo con el grupo control, lo cual sugiere que el HLA-DR6 confiere

242526 aste estudio

proteccién contra la infeccién.®® Al igual que estudios previos
demostré un patron familiar de onicomicosis, y que el riesgo de adquirir la
infeccibn aumenta significativamente en aquellos con un familiar de primer grado
afectado. Entre familiares de primer grado, la asociacibn mas fuerte y mas
significativa se observé con nifios, cuyos padres tuvieron un riesgo 9 veces mayor
de adquirir la onicomicosis si sus hijos estaban afectados. Estos resultados
sugieren una susceptibilidad genética para la onicomicosis en pacientes

mexicanos.

También se ha estudiado la asociacion entre alelos HLA y otras micosis como
paracoccidiodomicosis (encontrandose HLA-A9, -B13 y B40),%* coccidioidomicosis
(HLA-DRB1*1301),*® criptococosis (HLA-B*5601),* histoplasmosis (HLA-B22 and
-B17)*" y cromoblastomicosis (HLA-A29).%®

GENES DE INMUNIDAD ADAPTATIVA
No solamente se ha estudiado el papel de HLA en la respuesta inmune contra

infecciones fangicas. Irfan Kaya et al, estudiaron muestras de sangre periférica de

43 pacientes con onicomicosis en pies y 30 controles con el objetivo de medir la
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poblacién de linfocitos T regulatorios (Treg) CD25+CD4+. Se sabe que éstos son
una subpoblacion de linfocitos T CD4+ que tienen un papel clave supresor de la
accion efectora de linfocitos T que conlleva a la eliminacion del agente patdogeno
pero inflamacidén extensa. Encontraron que los pacientes con onicomicosis tenian
una expresion mas alta de células Treg CD25+CD4+ que los controles. Estos
resultados pueden sugerir que tener un numero incrementado de estas células
puede favorecer persistencia de patdgenos, como un mecanismo de tolerancia del

huésped para prevenir reacciones inflamatorias patoldgicas. %*

Por altimo, se han estudiado extensamente una red de receptores de patrones de
reconocimiento que reconocen partes microbianas (patrones moleculares
asociados a patrones o PAMPs) y moléculas enddégenas producidas por tejido
dafiado. Estos regulan muchos aspectos de la inmunidad inata y determinan la
polarizacion y funcion de la inmunidad adaptativa, pero también participan en
mantener la homeostasis tisular mediante la reparacion y regeneracion tisular. Los
mas estudiados de estos sensores son los receptores tipo toll (toll-like receptors o
TLRs), de los cuales se han identificado mutaciones y polimorfismos comunes que
han hecho posible determinar su papel en la susceptibilidad a la infeccién y se han

asociado con muchas enfermedades no infecciosas. *

Los TLRs son cruciales en varios aspectos de la eliminacion de microbios,
inlcuyendo el reclutamiento de fagocitos al sitio de infeccion, la eliminacion de
microbios y activacion de células dendriticas que inducen activacion de células T.
Se han descrito 13 TLRs que reconocen una amplia variedad de estructuras
patogenas, como por ejemplo TLR1 y TLR2 que reconocen triacil lipopéptidos
bacterianos, TLR3 que reconoce RNA bacteriano, TLR4 que reconoce
lipopolisacéaridos de bacterias Gram negativas. Especificamente para infecciones
fungicas se ha encontrado en diferentes estudios que TLR4 y TLR2 reconocen
hifas y conidias e inducen FNT-alfa, IL-10 y otras citocinas proinflamatorias

indispensables para eliminacion fungica. *2
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3. JUSTIFICACION

La onicomicosis tiene una alta frecuencia en la consulta dermatolégica (5%),'>
siendo una de las 10 primeras causas de consulta y existen pocos estudios de
asociacion entre moléculas del HLA y el desarrollo de onicomicosis dermatofitica
en pacientes mexicanos. No hay estudios que relacionen el HLA y el desarrollo de
la onicomicosis dermatofitica en pacientes y su asociacion con familiares

afectados.

La identificacion de los factores genéticos que confieren susceptibilidad o
proteccion tiene implicaciones para aplicaciones farmacogenéticas futuros. La
onicomicosis requiere cursos largos de tratamiento con antifungicos sistémicos, y
los derivados azdlicos en particular pueden causar hepatotoxicidad. La falla
terapéutica no es rara, y puede deberse a resistencia a multiples farmacos. Los
genes asociados a la enfermedad pueden ser responsables de la variaciéon
farmacogenética entre individuos, y por tanto su identificacion puede ayudar a

racionalizar la terapéutica futura.

Se necesitan mas estudios epidemioldgicos sobre la asociacion de la onicomicosis
y el HLA, ya sean grupos de casos y controles mas grandes o estudios de
asociacion familiar, y en poblaciones étnicas diversas. Si se identifican factores
predisponentes y predisposicion genética, sera posible informar adecuadamente a
las familias susceptibles y desarrollar medidas preventivas para reducir la
recurrencia. Pacientes con una susceptibilidad genética conocida y que tienen
ademas diabetes mellitus, infeccion por VIH o cualquier enfermedad que
incrementa el riesgo de padecer onicomicosis, necesitarian tomar medidas

adicionales para evitar la infeccién.
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4. HIPOTESIS

El HLA-DR6 se ha asociado con una menor probabilidad genética para la
presencia de onicomicosis dermatofitica en pacientes mestizos mexicanos, por lo
que al estudiar familias de pacientes afectados y no afectados por onicomicosis
encontraremos que el tener el alelo HLA-DR6 proveera un factor de proteccién

para no tener onicomicosis con una razén de momios menor a 1.
Ademas de un alelo de proteccion, se hizo un disefio de estudio en familias

buscando encontrar un alelo HLA-DR que provea susceptibilidad para la

onicomicosis.
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5. OBJETIVOS
1. Determinar alelos HLA-DR asociados con una menor o mayor probabilidad
genética para la presencia de onicomicosis dermatofitica en pacientes mexicanos

y en sus familiares afectados y no afectados por onicomicosis.

2. Comprobar si el alelo HLA-DR6 se asocia con una menor probabilidad de

presentar onicomicosis como se ha reportado en un estudio previo.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Tipo de Estudio: Estudio transversal, de casos y controles.

6.2. Ubicacion Temporal y Espacial.

Servicio de Dermatologia, Departamento de Micologia del Hospital General “Dr.
Manuel Gea Gonzalez” y Departamento de Trasplantes del INCMNSZ (Enero 2010
a Julio 2010).

6.3. Criterios de Seleccidon de la Muestra

a) Pacientes mestizos mexicanos de nacimiento (que tengan 2
generaciones previas de mexicanos nacidos en Meéxico) con
diagnostico clinico de onicomicosis, éste Ultimo confirmado por
examen directo y/o cultivo micolégico positivos para un hongo
dermatofito. A estos se les considerara como casos indices.

b) Sus familiares de primer grado con o sin diagndstico clinico de
onicomicosis, en caso de tenerlo éste deberd estar confirmado por
examen directo y/o cultivo micolégico positivos para un hongo
dermatofito.

c) Tanto pacientes (casos indice) como familiares deberan haber leido,
aceptado y firmado la hoja de consentimiento informado para participar

en el protocolo.

6.4 Criterios de Eliminacion
a) Pacientes que no acepten participar en el estudio

b) Pacientes cuya muestra de sangre periférica no sea suficiente para la

extraccion del DNA vy tipificacion de alelos HLA DR.
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6.5 Descripcion operativa del estudio

1. Se invit6 a participar a los pacientes que cumplieran los criterios de inclusién y
se les explico el motivo del estudio, pidiendo que se firmara la carta de
consentimiento informado. El paciente era motivado a traer a sus familiares para

gue participaran en el estudio.

2. A cada paciente y/o familiar se le exploré clinicamente. En caso de haber datos
clinicos de onicomicosis, se tomo un examen directo micoldgico que se observo al
microscopio con KOH. En caso de ser positivo se tomé un raspado de ufia para

cultivo en agar Sabouraud y Sabouraud con antibiéticos (Micobidtico).

A los familiares sin datos clinicos de onicomicosis no se les realiz6 ni examen

directo micoldgico ni cultivo.

3. A todos los pacientes y/o familiares se les realizé una venopuncién con
Vacutainer y se extrajeron 5 ml de sangre venosa periférica. Cada tubo se
identificé con los datos de la persona y se almaceno a 4°C hasta que se trasladé

al Departamento de Trasplantes del INCMNSZ.

4. Una vez en el INCMNSZ, se procedio a realizar la extraccion de DNA y

determinacion de alelos HLA-B y DR.
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6.6 Métodos de laboratorio

Extraccion de DNA

Se utilizaron muestras de sangre total (5 ml) recogidas en tubos de tratados con
EDTA que se almacenaron a 4°C. Se centrifugaron a 2.000 x g durante 20
minutos para separar el material en tres capas: una capa inferior que contiene
principalmente hematies, una capa superior de plasma y una delgada capa blanca
en la interfase enriquecida en leucocitos. Se utilizdO una pipeta de 1 ml para
recoger cuidadosamente los leucocitos enriquecidos (capa leucocitaria) de la
interfase. Un volumen de 250 ul de capa leucocitaria (obtenido a partir de 2,5 ml
de sangre total) se proces6 usando el cartucho de Maxwell® 16 Blood DNA y el

método de capa leucocitaria.

Tipificacion de los alelos del locus HLA-B y HLA-DR

Se realizo la tipificacion de los alelos de los loci HLA DR y HLA B mediante
técnicas de baja resolucién a nivel del DNA que incluyeron la reaccién en cadena
de la polimerasa y el revelado con oligonucledtidos especificos de secuencia
(PCR-SSO).. La informacion acerca de la secuencia de HLA DR se obtuvo del 120

Taller Internacional de Histocompatibilidad.
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6.7 Analisis estadistico de los datos

Se realizé6 mediante el programa Stat-Calc dentro del paquete EPIINFO® para

determinar la razén de momios con un intervalo de confianza del 95%.
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7. RESULTADOS

En total se obtuvieron muestras de sangre periférica de 78 casos, tanto sanos
como enfermos, conformando un total de 25 familias (las imagenes de las familias

mMas representativas pueden consultarse en el Anexo 1).

De estos 78 casos, 47 tuvieron onicomicosis confirmada por examen directo y/o

cultivo positivo. Los otros 31 eran familiares sanos.

En cuanto a la etiologia de los casos de onicomicosis, en el 88% de los cultivos
que fueron positivos (15/17) crecié T. rubrum, 6% (1/17) Scopulariopsis sp y 6%
(1/17) T. tonsurans. Solamente tomamos en cuenta para el analisis los casos de

onicomicosis por T. rubrum.
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Tabla 1. Haplotipos HLA-B con HLA-DR en pacientes sin onicomicosis (n=28).

Haplotipo Frecuencia

B14DR1
B15DR1
B15DR11
B15DR15
B35DR1
B35DR8
B38DR8
B39DR5
B39DR8
B39DR14
B40DR14
B44DR13
B48DR15
B54DR13
B55DR15
B57DR1
B58DR13

RPRPRPNRPRNNRPRRRRUONRRRERD

Las frecuencias de haplotipos HLA-B con HLA-DR se contabilizaron para los
enfermos y para los sanos. Los haplotipos determinados en pacientes sanos que
ya se hubieran encontrado en pacientes enfermos de la misma familia no se
tomaron en cuenta, y por esta razon el nimero de haplotipos de pacientes sanos
fue muy reducido (28 haplotipos), haciendo imposible la comparacion entre estos

dos grupos.
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Tabla 2. Haplotipos HLA-B con HLA-DR mas frecuentes en pacientes con
onicomicosis (n=71).

HLAB HLADR

B35 DR16
DR11
DR4
DR1
DR14
DR13
DR8

B48 DR14
DR4
DR15
DR8
B44 DR4
DR13
DR7
DR3
B51 DR11
DR8
DR13
DR14
B18 DR3
DR15
DR11
DR4
B15 DR12
DR4
DR8
DR7
B39 DR4
DR14
DR8

Debido a la alta variabilidad de haplotipos HLA-B con HLA-DR, se decidio limitar la
comparacion con controles sanos a los alelos del locus HLA-DR que si mostraban

un patron de agrupamiento mas claro.
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Tabla 3. Frecuencia génica de alelos del locus HLA-DR en pacientes con

onicomicosis comparada con controles sanos.

Pacientes Controles
Locus N=71 N=762
HLA-DR n F.G. N F.G.
DR4 20 0.281 196 0.257
DR8 15 0.211 93 0.122
DR14 10 0.140 67 0.087
DR7 6 0.084 69 0.090
DR13 6 0.084 66 0.086
DR1 4 0.056 62 0.081
DR11 3 0.042 46 0.090
DR3 2 0.028 54 0.070
DR15 2 0.028 45 0.059
DR10 1 0.014 12 0.015
DR12 1 0.014 6 0.007
DR16 1 0.014 38 0.049

p

NS
0.03
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

OR

1.92

IC 95%

(1.04-3.54)
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La tabla 3 muestra las frecuencias génicas en los pacientes con onicomicosis
comparados con las presentes en individuos sanos pertenecientes al mismo grupo

étnico.

Como se ve, en ambos grupos el alelo mas frecuente es el HLA-DR4, lo que

demuestra que ambos grupos tienen la misma etnicidad.

El resto de las frecuencias génicas de los distintos alelos fue semejante tanto en
los casos como en los controles, excepto para el alelo HLA-DR8, que ocurrio de
manera aumentada en el grupo de pacientes comparado con el de controles
(p=0.03, OR 1.92, IC 95% 1.04-3.54).
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8. DISCUSION

Este trabajo mostré un papel preponderante del locus HLA-DR en la
susceptibilidad al desarrollo de onicomicosis en individuos mestizos mexicanos.
En particular, mostré asociacion con el alelo HLA-DR8 que fue significativamente

mas frecuente en el grupo de pacientes afectados.

De la misma manera este trabajo descarta el papel del locus HLA-B en dicha
susceptibilidad y, en consecuencia, el papel del HLA-DR es independiente del

haplotipo del que forma parte.

Nosotros encontramos un alelo de susceptibilidad en el locus HLA-DR pero no
demostramos uno de resistencia, como fue reportado recientemente por Asz-Sigall
y cols. en pacientes mestizos mexicanos con onicomicosis. En este trabajo la
frecuencia del HLA-DR6 fue semejante en casos y en controles. Es muy probable
que ambos grupos de pacientes pertenezcan al mismo estrato socioeconémico
pero los sesgos de seleccion en el trabajo de Asz-Sigall y su grupo difieran de
nuestros hallazgos, ya que en éste trabajo se enfatizo la incorporacion de familias,
particularmente con mas de un enfermo en cada familia nuclear; mientras que el

de Asz-Sigall tuvo un disefio de poblacion abierta.

Al comparar con lo informado previamente en la literatura, nuestros resultados
concuerdan con el trabajo de Ahmed et al, en el que encontraron que el que un
paciente tuviera el alelo HLA-A26 y/o HLA-DR4 le conferia un riesgo alto de

desarrollar una dermatofitosis cronica. %2

Sin embargo no concuerdan con lo encontrado previamente en los dos estudios en
pacientes judios ashkenazi brasilefios, que sabemos son un grupo homogéneo,
con poca mezcla genética y que por lo tanto tienen un perfil de HLA bien conocido.
En el estudio de Zaits et al, lo que se encontrd fue una frecuencia mayor de HLA-

DR52 en pacientes con onicomicosis y de HLA-DR53 en los pacientes sanos, sin
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embargo en un nimero muy pequefio de pacientes. Sadahiro et al, compararon 25
pacientes de este mismo grupo étnico con dermatofitosis cronica y 25 pacientes
sanos, y encontraron que el alelo HLA-B14 se asoci6 con resistencia y
posiblemente el alelo HLA-DQB1*06 se asocid6 con susceptibilidad a la

dermatofitosis cronica.*®

Es légico que los perfiles inmunogenéticos de este grupo tan homogéneo de
judios ashkenazi brasilefios sean distintos a los pacientes mestizos mexicanos,
que son descendientes de la mezcla conformada por habitantes autdctonos de
diferentes etnias indigenas con otros grupos étnicos como espafoles y negros, en
menor proporcion.®*® Sin embargo en lo que concuerdan estos trabajos es en el
papel tan importante de estos antigenos en la modulacion de la respuesta inmune

y el desarrollo de una infeccién fingica cronica como es la onicomicosis.

El mecanismo por el que el HLA-DRS8 identifica la susceptibilidad a onicomicosis
es diverso, probablemente multifactorial, donde el factor genético contribuye
parcialmente; sin embargo, este trabajo es particularmente Util pues incluy6
familiares no consanguineos de los casos indice de cada familia y en ellos el papel
del HLA-DR8 se mantuvo independientemente de los factores ambientales. De
cualquier manera ese factor genético es poligénico y los genes estudiados regulan
la respuesta inmune pero particularmente la adaptativa, sera importante afiadir en
el futuro a ésta marcadores genéticos de moléculas involucradas en la inmunidad
innata, como los receptores tipo toll presentes en células fagociticas. De cualquier
manera, este trabajo confirma el papel de la inmunidad adaptativa en la

susceptibilidad al desarrollo de onicomicosis.

Finalmente, cabe sefialar que en la poblacibn mestiza mexicana, y en los
indigenas americanos, el alelo HLA-DR8 es el segundo mas frecuente, lo que
sugiere un proceso de seleccion natural en contra de patdégenos que participaron
en las epidemias del siglo XVI que depoblaron el continente americano y en donde

el alelo HLA-DRS, al igual que el HLA-DR4, fueron extraordinariamente eficientes
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en la eliminacién de virus y bacterias pero que a través de los afios y de las
generaciones, este HLA-DRS8 identifica al individuo vulnerable a la onicomicosis,
como lo sugieren los datos del presente trabajo.

De acuerdo a los datos actuales el desarrollo de onicomicosis, si bien

multifactorial, tiene un fondo genético de susceptibilidad tanto innato como
adaptativo en donde el HLA-DR parece particularmente involucrado.

28



9. CONCLUSIONES

En este trabajo se confirmé el papel del sistema HLA en la respuesta inmune de
las células T hacia los antigenos fungicos y se identifico a la presencia del alelo
HLA-DR8 como un probable factor de susceptibilidad para tener onicomicosis

dermatofitica en un grupo de familias de mestizos mexicanos.

No se identifico un alelo HLA que confiera resistencia en este grupo de pacientes
mexicanos, sin embargo el niumero de haplotipos en los pacientes sanos fue muy

reducido.
No se encontr6 un papel especifico del locus HLA-B en la susceptibilidad o

resistencia a la onicomicosis, en consecuencia, el papel del HLA-DR es

independiente del haplotipo del que forma parte.
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10. PERSPECTIVAS

Seria conveniente ampliar el ndmero de familias para obtener un ndamero
suficiente de pacientes sanos con quienes realizar la comparacion de frecuencias

génicas en vez de recurrir a un grupo control histérico.

Este estudio solamente contempla el papel del locus HLA-DR en la respuesta
inmune adaptativa para el desarrollo de onicomicosis, sin embargo, existen
muchas otras moléculas relacionadas con la respuesta inmune innata que deben
estudiarse en un futuro, como son las células T reguladoras y los receptores toll
like.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Arboles genealdgicos de las familias mas representativas.

B15 DR1 B35 DR1
B35 DR4 B5 DR8

BS5 DR8
B35 DR4
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B41 DR8
B14 DR1

B41 DRS8
B52 DR13

B52 DR13
B14 DR1

B35 DR8

B39 DR5
B14 DR1
B35 DR8
B41 DR8 B52 DR13
B14 DR1 B35 DR8
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B39 DR8
B15 DR11

B15 DR8
B44 DR7

B15 DR8
B44 DR7

B15 DR8
B39 DR14
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B50 DR3
B41 DR4

B41 DR4
B51 DR8

B50 DR7
B51 DR8

B50 DR3
B51 DR8
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B57 DR1
B38 DR13

B44 DR7
B39 DR14

B38 DR13
B35 DR1

B35 DR1
B35 DR11

B35 DR11
B39 DR14

B39 DR16
B40 DR4
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FAMILIA 14

B40 DR8
B35 DR16

B40 DR8
B18 DR4
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B51 DR11
B14 DR1

B52 DR13
B38 DR8

B48 DR14
B52 DR13

B48 DR14
B38 DR4

B48 DR14
B51 DR8
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B35 DR8
B35 DR13

B37 DR8
B35 DR14
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B39 DR4
B15 DR7

B15 DR7
B44 DR13

B44 DR13
B55 DR15

B15 DR7
B55 DR15
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B15 DR12
B39 DR14

B39 DR14
B40 DR8
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B35 DR4
B57 DR8

B39 DR8
B35 DR4

B39 DR8
B39 DR8

B39 DR8
B35 DR4
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Anexo 2. Carta de consentimiento informado
Secretaria de Salud. Hospital General "Dr. Manuel Gea Gonzélez".
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

De acuerdo con los principios de la Declaracién de Helsinki y con La ley General de Salud, Titulo Segundo. De los Aspectos
Eticos de la Investigacion en Seres Humanos CAPITULO | Disposiciones Comunes. Articulo 13 y 14.- En toda investigacion
en la que el ser humano sea sujeto de estudio, deberan prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la protecciéon de
sus derechos y bienestar. Debido a que esta investigacion se consideré como riesgo minimo o mayor de acuerdo al articulo
17 y en cumplimiento con los siguientes aspectos mencionados con el Articulo 21:

La Dra. Maria Teresa Garcia Romero del Departamento de Dermatologia me ha explicado que esta trabajando en un
estudio sobre la infeccion de las ufias por hongos y su relacién con la genética. Con este estudio se beneficiara a todos los
pacientes con infeccion de las ufias por hongos. Al ser yo familiar de primer grado (hijo o padre) de una persona que tiene
hongos en las ufias, se me propone participar en el estudio para determinar si hay factores genéticos o hereditarios que
faciliten a la infeccion.

Se me ha informado que se me hara una exploracion fisica de mi piel y mis ufias. En caso de haber sospecha de infeccién
por hongos en las ufias, se tomara un raspado con una cureta de mis ufias, el cual se examinara al microscopio y se
sembrard en un cultivo para determinar qué especie de hongo es la causante de la infeccién. Ademas se tomara una
muestra de sangre, que no necesitaria tomarse de no ser por mi participacion en el estudio. Nada de esto tendra ningin
costo.

Se me explicd que la toma de sangre de 5 ml (una jeringa pequefia) puede dar como resultado moretones, sangrado e
infeccion, y éstos se resolveran con las indicaciones del médico en 1 o 2 semanas. Esta sangre se utilizara solamente para
estudiar los factores genéticos relacionados con la infeccion por hongos de las ufias.

Entiendo que los resultados de este estudio ayudaran a entender mejor la infeccion por hongos de las ufias y su relacion
hereditaria, y asf tal vez idear mejores medidas de prevencién y tratamiento para miy los otros pacientes.

Se me ha asegurado que puedo preguntar hasta mi complacencia todo lo relacionado con el estudio y mi participacion
Se me aclar6 que puedo retirar mi muestra de sangre del estudio en cuanto yo lo decida.

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

Con fecha , habiendo comprendido lo anterior y una vez que se me aclararon todas las
dudas que surgieron con respecto a mi participacion en el proyecto, acepto participar en el estudio titulado:
DETERMINACION DE ALELOS HLA-DR EN FAMILIARES DE PRIMER GRADO AFECTADOS Y NO AFECTADOS POR
ONICOMICOSIS DE PACIENTES MEXICANOS CON ONICOMICOSIS DERMATOFITICA

Nombre y firma del paciente o responsable legal

Nombre, y firma del testigo 1
Direccién
Relacién que guarda con el paciente

Nombre, y firma del testigo 2
Direccién
Relacién que guarda con el paciente

Nombre y firma del Investigador Responsable o Principal

Este documento se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en poder del sujeto de investigacion o de su
representante legal y el otro en poder del investigador.

Para preguntas o comentarios comunicarse con el Dr. Octavio Sierra Martinez, Director de Ensefianza e Investigacion al (01
55) 40003000 ext. 3218.
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Anexo 3. Hoja de captura de datos

NOMBRE

FAMILIAR DE

REGISTRO/No. EXPEDIENTE

DOMICILIO

TELEFONO

EDAD

SEXO M F

LUGAR DE ORIGEN/RESIDENCIA

OCUPACION

TOPOGRAFIA (# dedos)

MORFOLOGIA

TIPO DE ONICOMICOSIS

TIEMPO DE EVOLUCION

TRATAMIENTO ACTUAL

HISTORIA PREVIA DE ONICOMICOSIS

TRATAMIENTOS PREVIOS

HIGIENE (tipo calzado, secado)

OTRAS ENFERMEDADES O PADECIMIENTOS

FAMILIARES CON ONICOMICOSIS

EXAMEN DIRECTO (+/-) CULTIVO (+/-)

AGENTE ETIOLOGICO

HLA
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