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Resumen

El Lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad cronica autoinmune que puede
afectar a cuaquier 6rgano, y puede ser desencadenado por factores de tipo ambientd,
inmunolégico, hormonal y genético. Se han propuesto varios genes como factores
predisponentes a LES entre ellos € gen que codifica €l antigeno 4 asociado al linfocito T
citotoxico (CTLA-4). En € presente estudio se evaluo laasociacion entre € polimorfismo
+49 (A/G) del gen CTLA-4 con la susceptibilidad a LES y sus manifestaciones clinicas.
Se incluyeron 80 pacientes con diagnodstico de LES (grupo de casos) y 80 pacientes
aparentemente sanos (grupo control). Los pacientes | Gpicos cumplian con a menos cuatro
de los criterios del Colegio Americano de Reumatologia (ACR). Todos los individuos
involucrados en €l estudio dieron su consentimiento para participar en € mismo. El
polimorfismo genético y aélico del gen CTLA-4 fue determinado mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa por restriccion enzimatica (PCR-RFLP). La
asociacion entre e polimorfismo genético y alélico dd CTLA-4 con lupus y las
manifestaciones clinicas se realiz6 mediante las pruebas de CHI cuadrado y Odds Ratio
(OR).

El genotipo G/G del CTLA-4 fue més frecuente en & grupo de pacientes |Upicos (21.25%)
gue en controles (7.5%), triplicando €l riesgo en |as personas de desarrollar |a enfermedad.
Desde e punto de vistadel polimorfismo aélico, el aelo G (OR=1,79; IC=1.11-2.88) fue
mas frecuente en |os pacientes que en poblacion sana. Se observé que e genotipo A/G es
un factor de riesgo para € desarrollo de serositis (OR=3.31; I1C=1.12-9.78), nefropatia
lGpica (OR=7,41; 1C=2.53-21.72) y alteraciones hematoldgicas (OR=3.20; 1C=1.16-
8.84), siendo a su vez un factor de proteccién frente ala sensibilidad a la radiacién solar
(OR=0.29; 1C=0.09-0.95) y Ulceras orales (OR=0.32; 1C=0.10-0.68). También, se
evidencié que la presencia dd genotipo A/A en pacientes [Upicos que si bien incrementa
la probabilidad de riesgo a desarrollar sensibilidad a la luz solar (OR=4.73; 1C=1.67-
13.38), es un factor protector tanto para € desarrollo de nefritis |apica (OR=0.28;
IC=0.11-0.70) como para alteraciones hematol 6gicas (OR=0.27; 1C=0.10-0.68).

Con € presente trabgo se puede concluir que existe asociacion entre e polimorfismo

genético y aélico del gen CTLA-4 con la susceptibilidad a lupus y sus manifestaciones



clinicas como ser: sensibilidad a la luz solar, nefritis lUpica, serositis, ulceras oraes y
alteraciones hematol 6gicas en pacientes bolivianos.

Palabras clave: LES, CTLA-4, nefritis |Upica

Abstract

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disease that can affect any
organ, and can be triggered by environmental, immune, hormona and genetics factors.
Severa genes have been proposed as predisposing factors among them the encoding
associated antigen 4 cytotoxic T lymphocyte (CTLA-4) gene. In the present study the
association between pol ymorphism +49 (A/G) of CTLA-4 gene with susceptibility to SLE
and its clinical features was evauated. 80 patients diagnosed with SLE (case group) and
80 apparently healthy patients (control group) were included. The lupus patients met at
least four of the American College of Rheumatology (ACR) criteria All individuas
involved in the study gave their consent to participate in it. The alelic and genetic
polymorphism of CTLA-4 gene was determined by the polymerase chain reaction by
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP PCR) technique. The association
between genetic and allelic polymorphism of CTLA-4 with lupus and its clinical features
was performed by using chi square test and Odds Ratio (OR).

Genotype G/G of CTLA-4 was more frequent in the group of lupus patients (21.25%) than
in controls (7.5%), tripling the risk of people developing the disease. From the point of
view of alelic polymorphism, the G allele (OR=1.79; Cl=1.11-2.88) was more frequent
in patients than in healthy people. It was observed that the genotype A/G is arisk factor
for the development of serositis (OR=3.31; CI=1.12-9.78), lupus nephritis (OR=7.41,
Cl=2.53-21.72) blood disorders (OR=3.20, CI=1.16-8.84), being itself a protective factor
against sunlight sentivity (OR=0.29; CI=0.09-0.95) and oral ulcers (OR=0.32; CI=0.10-

0.68). It was aso shown that the presence of genotype A/A in lupus patients but increases
the likelihood of risk to develop sensitivity to sunlight (OR=4.73; CI=1.67-13.38), but is
a protective factor against the development of nephritis lupus (OR=0.28, CI=0.11-0.70)
and hematological disorders (OR=0.27, CI=0.10-0.68).



With this study we can conclude that there is an association between genetic and allelic
polymorphism of CTLA-4 gene with the susceptibility to lupus and its clinica
manifestations such as: sunlight sensitivity, lupus nephritis, serositis, ora ulcers and
hematological alterationsin bolivian patients.

Key words: LES, CTLA-4, lupus nephritis
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l. INTRODUCCION

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad crénica de tipo autoinmune que
se caracteriza por la produccién de autoanticuerpos y puede afectar a cualquier tejido o
sistema del organismo. Laincidencia y prevaencia de la enfermedad varia segun el area
geogréfica y la etnia estudiada, se caracteriza por afectar en su mayoria a mujeres.
(Eriquez, 2013)

Las manifestaciones clinicas dd LES son muy variadas, como: la presencia de lesiones
cutaneas, artritis |Upica, alteraciones hematoldgicas, disfunciones cardiacas, pulmonares,

renales, sistema nervioso central, etc.

El desarrollo de la enfermedad puede estar influenciado por factores. ambientales,
inmunol 6gicos, genéticos y hormonaes. Actualmente, se han postulado a varios genes
gue se asocian con € desarrollo de la enfermedad, uno de ellos es el gen CTLA-4 cuyo
polimorfismo a nivel de la posicion +49 (A/G) ha sido asociado con la susceptibilidad a
LES en diferentes poblaciones. (Liu & Zhang, 2013)

El presente estudio pretende establecer si & polimorfismo del gen CTLA-4 +49 (A/G) en
poblacion bolivianaimplica o no riesgo de padecer lupus o algunas de las manifestaciones
clinicas de esta enfermedad. Este conocimiento podria contribuir a encontrar marcadores
genéticos en nuestra poblacién que permitan predecir €l riesgo a padecer la enfermedad
de manera mas temprana en pacientes en riesgo contribuyendo de esta manera a mejorar

la calidad de vida de |os pacientes.



. MARCO TEORICO

A. Generalidades

El lupus es una enfermedad inflamatoria de etiologia desconocida, en la que se produce
dafo celular y tisular por auto anticuerpos y se caracteriza por cursar con un amplio

espectro de manifestaciones clinicas. (Jiménez, y otros, 2011)

La palabra lupus (que significa lobo en latin) hacia referencia en épocas pasadas a la
erupcion gque aparece en ocasiones en la cara de estos pacientes las cuaes a los médicos
les recordaba la apariencia de algunas marcas blancas en la cara del 1obo. (De la Osa &
Rodriguez, 2013)

Los primeros estudios de la enfermedad, realizados a principios del siglo XIX, se
relacionaron con la afectacion de la piel. En 1872, € doctor Kaposi (dermatélogo de
Viena), notdé que los pacientes también presentaban compromiso de Organos internos
(rifidn, corazon, pulmon, etc.). En 1890 e doctor William Osler, demostro que se podian

encontrar enfermos sin lesiones de la piel pero con deterioro de 6rganos internos.

En 1948 un hecho trascendental en la historia de diagnéstico diferencial de Lupus
Eritematoso fue e descubrimiento de la célula LE, permitiendo que la enfermedad se
diagnosticara con mayor frecuencia. Actualmente, este marcador de laboratorio ha sido
reemplazado por los anticuerpos antinucleares (ANA) y anti cuerpos anti ADN-doble
cadena (ds-ADN), que son pruebas menos laboriosas, de mayor utilidad para €

diagnostico y seguimiento de la enfermedad. (L6pez, 1990)

En los dltimos afios hubo avances importantes, principalmente en relacion con aspectos
genéticos y terapéuticos de la enfermedad, con e descubrimiento de nuevos blancos
terapéuticos y e desarrollo de la industria farmacéutica para € adecuado manejo de las

afecciones autoinmunes reuméticas. Se espera que en e futuro nuevos descubrimientos



permitan mejorar el conocimiento sobre €l lupus y de esta manera incrementar la calidad

de vida de los enfermos y muy posiblemente curar la enfermedad. (Reyes, 2016)

B. Historia dela enfermedad

Antiguamente la expresion en latin cancer que significa cangrgjo se utilizaba para

describir las ulceraciones de tipo corrosivo en cualquier parte del cuerpo.

Lapalabralatinalupus que significalobo fue utilizada durante el siglo XIV para describir
aunaenfermedad ulcerosa en lapiel. Durante & siglo XV Paracelsus comparé la ulceras
con la mordida de un lobo hambriento comiendo carne. Pasado € siglo XV II escritores
médicos comenzaron a utilizar € término lupus para el diagnéstico diferencial de Ulceras
en d rostro y lanariz. Sin embargo, no fue sino hasta e siglo XIX que Willan y Bateman
estandarizaron e término lupus para referirse a erupciones nodulares que a veces

progresaban a ulceras que comunmente se veian en € rostro (Potter, 1993)

Figura 1: Lesiones cutaneas en forma de mordida de labo.

En 1838 Laurent Theodore Biett introdujo € término eritema centrifugo gque corresponde
a la forma discoide de la enfermedad, y en 1851 e dermatélogo Perre Cazenave fue €
primero en proponer el término “lupus eritematoso” para la afeccion con presencia del

eritema centrifugo.



En 1872 Kaposi reconocié como sindrome a la enfermedad sistémica acompariada de la
erupcion de lupus y en 1875 Ferdinand von Hebray Moritz Kaposi, diferenciaron el lupus

discoide de lavariedad generaizada, alacua denominaron “agregada’ (Holubar, 2006)

Treinta y cuatro afos después Libman y Sacks describieron una forma atipica de
endocarditis verrucosa gue ocurrieron en una serie de pacientes que fallecieron por lupus,
de los cuales dos presentaban erupcion facial. En 1941 Klemperer menciond que los
hallazgos histopatol 6gicos de las |esiones causadas por lupus fueron caracterizados como
necrosis fibrinoide y que &l dafio resultante era responsable de anormalidades en e sistema
vascular, cardiaco, renal y otras afecciones del lupus diseminado. (Potter, 1993)

Afios maés tarde Hargraves y sus colaboradores observaron €l fendmeno de la célula de
lupus eritematoso en extendidos de médula 6sea de pacientes con la enfermedad. Este
acontecimiento marco €l inicio de laexplicacion de la posible naturaleza de la enfermedad
e hizo posible distinguir la € lupus sistémico de la forma discoide mediante una prueba

de laboratorio conocida como célula LE.

Otro importante avance en el diagndstico comenzé en 1907 con e descubrimiento de un
anticuerpo en la sangre de los pacientes con sifilis que era detectable mediante una nueva
técnica de fijacion de complemento cuyo sustrato eran células hepaticas. Mas tarde la
positividad no especifica de esta prueba para sifilis en pacientes [Upicos fue asociada con
la presencia de auto anticuerpos contra el niicleo de varias células.

El tratamiento de la enfermedad en un principio consistia en la administracion de quinina,
en 1951 se hizo la primera mencion del uso de mepacrina en lupus eritematoso con
resultados exitosos. En esa década se incluyo la cloroquina pero su uso fue rapidamente

cortado cuando se reportaron numerosos casos de dario en laretina.

Mas adelante se introdujo la hidroxicloroquina como tratamiento que obtuvo buenos
resultados en los casos de lupus cuténeo, no obstante, es potencialmente toxico para €l
0jo. Con los afos la industria farmacéutica fue capaz de brindar nuevas aternativas para
el tratamiento de la enfermedad. (Potter, 1993)



C. Epidemiologia

Laincidencia y prevaencia dd LES varian en funcién del area geogréfica y de la etnia
analizada (més elevadas en Europa y Australia que en Estados Unidos). Afecta con més
frecuencia y gravedad a ciertas etnias, como |os nativos indigenas americanos, orientales

y afroamericanos.

En poblacion latina espafiola, Sanchez afirma que e lupus afecta cada afo
aproximadamente 50 o 60 pacientes por cada 100.000 habitantes. (Sanchez, Catillo, &
Garcia, 2010). Por otra parte, Jiménez indica que la prevalencia estimada de LES en
poblacion espafiola varia de 34-91 por 100.000 personas, y la incidencia de 2/100.000

habitantes cada afio. (Jiménez, y otros, 2011)

En los Estados Unidos se ha estimado una incidencia de 5,1 por 100.000 habitantes por
ano y una prevaencia de 52 por 100.000 habitantes. En paises de Europa occidental |a
incidenciaoscilaentre 2,2 a4,7 por 100.000 habitantes por afio, siendo de hasta un 22 por
100.000 habitantes por afio en individuos de raza afro-caribefia que habitan en el Reino
Unido. Con respecto ala prevalencia, en el oeste de Europa las cifras oscilan entre 28 a
71 por 100.000 (Gémez & Cervera, 2008)

En Chile en @ afio 2011 & Dr. Francisco Radrigan, miembro de la Sociedad Chilena de
Reumatologia, en entrevistaal Diario “LaHora”, indico que en su pais se estimaba entre
10.000 y 12.000 los casos de pacientes con Lupus (Alvarez, Ampuero, Barrientos,
Gonzédlez, & Gonzales, 2012)

De acuerdo a un boletin epidemioldgico emitido por la secretaria de salud en México se
ha estimado que de 1.8 a 7.6 casos por 100 000 habitantes/afio, con una edad de inicio
entre los 17 y 35 afios, con una relacion mujer: varén de 10:1, y esta relacion es menos
marcada cuando la enfermedad inicia en edad pedidtrica o después de los 60 afios.
(Nucamendi, Guillén, & Sanchez, 2013)



D. Etiologia

El lupus es una enfermedad inflamatoria cronica que puede afectar a cua quier 6rgano o
sistema del organismo y puede ser desencadenado por diferentes factores. ambientales,
genéticos y hormonales. Ademas se caracteriza por la produccion de auto anticuerpos que
pueden danar cualquier tejido propio del organismo, es por eso que se considera a LES

como una enfermedad autoinmune.

1. Factores Ambientales

Se han descrito diversos factores ambientales como potenciales desencadenantes de la
enfermedad, entre ellos se destacan agentes infecciosos, principamente los de origen
virico, agentes quimicos (medicamentos), agentes fisicos (radiacion UV), etc. (Virédla,
2007)

a) Infecciones Virales

Se ha sugerido alos virus por su potencial de activar células B, o liberar auto antigenos,
como factores desencadenantes, o exacerbantes de la enfermedad. Sin embargo, la
evidencia que apoya un origen infeccioso virico del LES es débil. (Anaya, Shoenfeld,
Correa, Garcia, & Cervera, 2005)

De acuerdo a los datos obtenidos por € grupo latinoamericano de estudio de lupus
(GLADEL), lasinfecciones son la primera causa directa de muerte (30-60 % de | os casos),
esto debido a la dificultad que existe para distinguir entre la exacerbacion de la
enfermedad y una infeccion aguda haciendo que € diagndstico correcto y € tratamiento
representen un desafio para e clinico. (Enberg, y otros, 2009)

El virus Epstein-Bar (EBV) fue presentado como un factor ambiental en el desarrollo del
lupus, diversos estudios en modelo animal han planteado € mimetismo molecular como

principal mecanismo paraexplicar € rol del EBV en d desarrollo de lupus.



Estudios han demostrado que la infeccion por Virus Epstein-Bar (VEB) puede contribuir
con la patogénesis o etiologia del lupus, a causa del mimetismo molecular entre laregion
60 KD delaproteina Sm RO con €l antigeno nuclear EBNA-1 del virus. (Cooper, y otros,
2009).

Una infeccion muy frecuente en paciente |Upicos esa causada por € virus herpes zoster
(HZV). Numerosos estudios reportaron unaincidencia elevada de HZV en pacientes con
lupus con relacion a la poblacién general, con un rango de 16 a 22 casos por 1000
pacientes por afio. (Chen, y otros, 2011)

Otros virus que pueden afectar a pacientes con LES son: citomegalovirus y parvovirus
B19 produciendo sintomas como fiebre, artralgias, malestar general, erupcion cutanea y
linfadenopatias que facilmente pueden ser confundidos con un brote de lupus. (Mufioz,
Pinto, Velasquez, Marquez, & Restrepo, 2013)

Recientemente algunos estudios han sugerido que e virus linfotropico de células T
humano (HTLV) tipo | y Il podria ser e desencadenante de algunas enfermedades
inflamatorias articulares a (sindrome de Sjogren, artritis reumatoide, polimiositis y LES),
ya que induce una respuesta proliferativa linfocitica exuberante en e sistemainmune. Por
este motivo, hasido implicado como agenteinductor de laautoinmunidad. (Souza, y otros,
2011)

b) Radiacion Ultravioleta

Es conocido que la exposicion prolongada al sol puede causar lesiones. En |os pacientes
con lupus las lesiones en la piel pueden ser mucho mas graves e incluso la radiacion

ultraviol eta puede ser un desencadenante de la enfermedad.

Aungue no se conoce con exactitud cudl es el mecanismo por el quelos pacientes con LES
tienen fotosensibilidad. Estudios han planteado que la exposicion a dosis de radiacion
ultravioleta (RUV) de tipo UVA, UVB e incluso luz visible induce la apoptosis en los
gueratinocitos y de estaforma se convierte en un desencadenante de las | esiones cutaneas.



Por otro lado la RUV induce a la produccion de IL-1 y TNF por parte de las células
epidérmicas lo que conlleva a la activacion de los linfocitos T y a la expresion de

moléculas de adhesién en |os queratinocitos. (Bielsa & Rodriguez, 2010)

Lalesién cutaneamas comin y visible es € eritemamalar en formade “alas de mariposa”
gue cubre las mgillas parte de la frente y e tabique nasal, aunque en ocasiones puede
extenderse a cuello y los hombros. En la mayor parte de los casos € rash malar es
fotoinducido y suele desaparecer en pocas semanas Sin dgar cicatrices, en casos muy
graves suel e prescribirse corticoides tépicos paratratar la urticaria. (Bielsa & Rodriguez,
2010)

C) Farmacos

El lupus inducido por farmacos (LEIF) tiene sintomas caracteristicos como: fiebre,
mialgias, artralgias, pérdida de peso y serositis. Los farmacos definitivamente asociados
a lupus inducido por farmacos son: clorpromacina, metildopa, procainamida, isoniacida,
monociclina, quinidina y hidralacina. No obstante el nimero de farmacos implicados se
incrementa constantemente, mas adelante en la tabla 1 se enlistan  los distintitos

medicamentos implicados con € desarrollo de LIF. (Aguirre, LOpez, & Cuadrado, 2010)
2. Factores genéticos

La existencia del componente genético en e desarrollo del lupus se fundamenta
principalmente en estudios de agregacion familiar. El lupus puede heredarse de padre
enfermo ahijo y esto ocurre en € 1 al 2% de los casos (Sanchez, Catillo, & Garcia, 2010).
Entre hermanos con enfermedad existe aproximadamente 30 veces mas probabilidad de

desarrollar la enfermedad, en comparacién alos individuos sin hermanos enfermos.

La concordancia de la enfermedad en gemelos monocigéticos varia entre 25 y 50% y en
gemelos dicigoticos es del 5% lo que sugiere que la predisposicion genética juega un rol
importante en el desarrollo del LES. (Eriquez, 2013)

Desde e punto de vista genético esta enfermedad esta caracterizada por alteraciones a
nivel de diferentes genes, los cuales contribuyen a la susceptibilidad a la patologia. En la

actualidad, se han reportado varios genes asociados a lupus dentro de los cuaes se
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incluyen los genes que codifican proteinas para e complgo principa de
histocompatibilidad (MHC), la cascada del complemento, la activacién de las células B,
componentes de las vias de sefidizacion de interferdon tipo | y las proteinas de
transduccion de sefidesen lascélulasB y T (BLK, BANK1, PTPN22, PDCD1y CTLA-
4). (Veldzquez, y otros, 2012).

3. Factores Hormonales

Debido a que € lupus se presenta con una frecuencia dd 80 a 90% en mujeres
principamente en edad reproductiva, durante décadas se ha investigado el papd de las

hormonas en & desarrollo de la enfermedad. (Bertsias, Cervera, & Dimitrios, 2012)

Varios de los estudios a respecto fueron realizados en modelo murino, como |os estudios
realizados por € Dr. Norman Taa quien demostro que € lupus es diez veces més
frecuente en mujeres ya que las hormonas sexuales producen mayor reactividad
inmunol égica. Observo que en un modelo murino B/W de lupus, |as hormonas sexuales
modulaban |a expresion de la autoinmunidad y afectaban la mortalidad, concentracion de

anticuerpos contralos acidos nucleicos y el grado de la glomerulonefritis. (Talal, 1979)

Lahita y colaboradores en 1979, sugirieron que los paciente con LES tiene patrones
anormales del metabolismo de estradiol con incremento de la 16 a-hidroxiestriona (-
OHE) aumentando la actividad del estrgeno. (Lahita, H., & Fishman, 1981)

Conociendo la asociacion de los estrogenos con €l lupus, en diversos estudios surgié la
preocupacion de la comunidad médica sobre € uso de anticonceptivos orales y la posible

relacion con la exacerbacion de la enfermedad.

En la década de los 80, un grupo de investigadores de la universidad de Rockefeller de
Nueva York investigaron sobre e metabolismo de los estrdgenos y la accion de uno de
sus metabolitos, la 16 a-hidroxiestriona (a-OHE) en pacientes |Upicos de ambos sexos y
en dos grupos de mujeres aparentemente sanas, que consumian anticonceptivos orales y
las que no los consumian. Observaron que los niveles elevados de 16 o-OHE
correlacionaron con la presencia de anticuerpos anti-estrogenos en las mujeres que

consumian anticonceptivos y en los pacientes con lupus de ambos sexos con presencia de



actividad de laenfermedad, y concluyeron que la presencia de anticuerpos anti-estrogenos

puede contribuir la exacerbacion del lupus. (Pefiaranda, y otros, 2011).

Durante la tltima década en estudios en modelo murino se establecio que € estrogeno o
la prolactina pueden favorecer lamaduracion de linfocitos B auto reactivos, como gemplo
se observé que en mujeres que usan anticonceptivos orales se incrementa 1,9 veces €
riesgo de desarrollar LES con respecto a las mujeres que no tomaban estrégenos como

anticonceptivos. (Bertsias, Cervera, & Dimitrios, 2012)
4, Auto anticuerpos

Al ser una enfermedad de tipo autoinmune, los pacientes con lupus, desarrollan
anticuerpos dirigidos contra sus propias células. Entre los cua es |os de mayor importancia

son: Anti cuerpos anti ADN de doble cadena, anticuerpos anti nucleares 'y anti Smith.

a) Anticuerpos anti nucleares
Los anticuerpos anti nucleares (ANA) son una familia de anticuerpos dirigidos a la
cromatinay sus componentes como € ADN nativo y desnaturalizado e histonas.

Aunque no son marcadores especificos para LES son un criterio esencia del diagndstico.
Se encuentran en € 67-94% de los pacientes lUpicos, pero no tiene utilidad en €
seguimiento de la actividad de la enfermedad. (Koukina, 2014)

b) Anti ADN de doble cadena
El ADN de doble hebra es e mayor auto antigeno en el lupus. Los pacientes desarrollan
anticuerpos detipo Ig G.

Se considera que los anticuerpos anti dssADN son especificos para LES ya que
dificilmente se encuentran en pacientes con otro tipo de enfermedad reumatica, se

presentan en € 50 a 70% de |os casos y se asocia con nefropatia. (Molina, 1989)

Estudios realizados en modelo murino, demostraron que los anticuerpos anti ds-ADN se

unen especificamente a la proteina alfa-actina que se encuentran en la superficie de las
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células del rifidn, siendo este mecanismo por e cual podria predisponer a dafio renal.

(Sanchez, Bargas, Ramirez, Moreno, & Barbosa, 2004)

C) Anticuerpos anti Smith

Se considera que son anticuerpos altamente especificos para LES pero poco sensibles ya
que solo se encuentran en e 30% de los casos y se sabe que estan dirigidos a

ribonucleoproteinas nucleares pequefias. (Molina, 1989).

d) Anticuerpos anti histonas

Son un grupo de auto anticuerpos que reaccionan contra complejos ADN-histona,
especificamente con |a porcion proteica de |os nucleosomas.

Se encuentran frecuentemente en los pacientes que padecen de lupus inducido por

farmacos. (Molina, 1989)

E. Tiposde Lupus

El sistema inmune esta diseflado para combatir los agentes extrafios a organismo. Sin
embargo, en las personas que padecen de lupus ocurre una desregulacion y e sistema
inmune ataca a células y tejidos sanos propios mediante la produccion de autoanticuerpos.
De acuerdo a tipo de tgido a que se dirijan estos autoanticuerpos se desarrollaran los

diferentes tipos de la enfermedad.

1. Lupus Eritematoso Sistémico

El lupus eritematoso sistémico es la presentacion generdizada de la enfermedad, se
caracteriza por atacar acualquier sistemadel cuerpo, apesar de esto € eritemamalar suele
presentarse en gran parte de los casos como un rasgo clinico caracteristico, las lesiones
cutaneas no presenta hallazgos especificos en la biopsia, puede presentar edema e incluso
infiltrado inflamatorio. (Stringa & Troelli, 2006)

En lafigura2 seilustran las caracteristicas en € lupus eritematoso sistémico.
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Figura 2: Caracteristicasclinicasdel lupus eritematoso sistémico (Pietrangelo & Krucik, 2014)

2. Lupus Eritematoso Discoide

El lupus discoide es la forma mas habitual de lupus cutaneo que con poca frecuencia
presenta manifestaciones sistémicas.

Se caracteriza por presentar placas de eritema, escamas y atrofia principamente en las
areas expuestas a la luz solar, en ocasionas también puede afectar a cuero cabelludo
produciendo alopecia
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3. Lupus Inducido por Féarmacos

El lupus eritematoso inducido por farmacos (LEIF) es un sindrome que comparte
manifestaciones clinicas, histopatolégicas e inmunolégicas con € lupus que
cronol 6gicamente coincide con la ingesta de ciertos medicamentos. Se caracteriza por
presentar fiebre, mialgias, artralgias, pérdida de peso y serositis.

Los farmacos inductores de lupus se encuentran agrupados en tres categorias. la primera
categoria comprende a los medicamentos en los que esta demostrado que pueden causar
LEIF, lasegunda categoriaincluye alos farmacos que son potenciales inductores de lupus
y la ultima categoria comprenden a los medicamentos causantes de algun caso de LEIF
(tabla 1). (Pretel, Marqués, & Espafia, 2012)

Tabla 1: Farmacos descritos como inductores de lupus eritematoso sistémico inducido por farmacos
extraido de (Pretel, Marqués, & Espafia, 2012) y (Aguirre, Lopez, & Cuadrado, 2010)

. . Riesgo -
Far macos Altoriesgo Bajo riesgo

moder ado

Procainamida Quinidina Acecainida Disopiramida,
Antiarritmicos
(15-20%) (< 1%) Atenolol propafenona
Disopiramida
Clonidina,
Metildopa, enalapril,
captopril, labetalol,
Hidralacina No piop o
Antihipertensivos acebutol, minoxidil,
(5-8%) corresponde ) ]
enalapril, pindolol,
espironolactona prazosin,

atenolol, timolol

Clorprotixeno,

- No No ) carbonato de
Antipsicético Clorpromacina . ]
corresponde corresponde litio, fenelcina,
perfenacina
No . o . )
Antibidticos Isoniacida Minociclina Nitrofurantoina
corresponde
) Etosuximida,
) ) No No Carbamacepina, o
Anticonvulsivantes fenitoing,

corresponde corresponde Etosusuximida o
primidona
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Continuacién Tabla 1: Farmacos descritos como inductores de lupus eritematoso sistémico inducido por
farmacos extraido de (Pretel, Marqués, & Espafia, 2012) y (Aguirre, Lopez, & Cuadrado, 2010)

Far macos Altori
Antitiroideos No corresponde
Antiinflamatorios  No corresponde
Diur éticos No corresponde
Hipolipidemiantes  No corresponde
Biol4gicos No corresponde
Neur olépticos No corresponde
Antiadrenales No corresponde

4, Lupus neonatal

corresponde

Sulfasalacina

No
corresponde

No
corresponde

No
corresponde

No
corresponde
No
corresponde

Propiltiouracilo

D-penicilamina,
sulfonamida

Diclofenaco

5-
Aminosdlicilato

No corresponde

Adalimumab

No corresponde

No corresponde

Fenilbutazona

Clortalidona,
hidroclorotiacid

a

Atorvastating,
fluvastatina,
lovastatina,
pravastatina,
simvastatina
Etanercept,

infliximab,
adalimumab,
Interferon-a,

IL-2,

Interferén-g
Levodopa

Aminogluteti-

mida

Es una enfermedad determinada por el paso de anticuerpos antinucleares de la madre a

feto a través de la placenta, caracterizado por presentar manifestaciones cutaneas como

eritema y sensibilidad a la luz solar, blogueo cardiaco congeénito, elevacion de enzimas

hepéticas, ictericia colestédsica, neumonitis, trombopenia, anemia aplésica, anemia

hemolitica y leucopenia. Su resolucion coincide con la desaparicion de los anticuerpos
maternos durante el séptimo u octavo mes de vida (figura 3). (Bethencourt, 2014)
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Figura 3: Sintomas comunes del lupus neonatal. Se ilustran tres sintomas comunes del lupus
neonatal. Enlaimagen A eritema, B sensibilidad alaluz solar y C ufias quebradizas (5
symptoms of Neonatal Lupus, 2014)

F. Manifestaciones clinicas

Laforma de presentacion clinica de LES es muy variada puede afectar a cualquier 6rgano
y sistemadel organismo, en ocasiones iniciacon afeccion a multiples 6rganos, o bien aun
solo 6rgano o sistema, con anormalidades detectadas por exdmenes de laboratorio.

La manifestacion inicid es usualmente un malestar general, caracterizado por fatiga,
pérdida de peso, y fiebre que generalmente no es mayor de 38°C.

Dentro de las manifestaciones clinicas se incluyen alteraciones cutaneas, musculares,
cardiopulmonares, renales, neuropsiquidtricas, hematoldgicas, gastrointestinales, entre
otras. En la tabla 2 se resumen las manifestaciones sistémicas mas comunes en 10s
pacientes con LES.
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Tabla 2: Manifestacionesclinicas en el lupus eritematoso sistémico. (Anaya, Shoenfeld, Correa, Garcia, &

Cervera, 2005)

M anifestaciones

clinicas

M anifestaciones
cutaneas

M anifestaciones

musculo cutaneas

M anifestaciones

cardiopulmonares

Caracteristicas

Eritema malar, Ulceras orales, lesiones hiperqueratosicas,
acompafiadas con taponamiento folicular, presentesen el cuero
cabelludoy piel delacara
ArtritislUpica, lesiones 6seas y deformidades, artropatiade
Jaccoud, mialgias
Pericarditis, miocarditis, endocarditis, enfermedad valvular,
arritmias, lesiones ateromatosas, endocarditisverrugosa atipica o de

Libman-Sacks, aterosclerosis prematura, derrame pleural, pleuritis,

neumonitisy hemorragia pul monar
M anifestaciones L
NefritislUpica
renales
: i Leve alteracion cognoscitivao del estado de &nimo, cuadros severos
M anifestaciones L . . . -
o de psicosis 0 vasculitis, convulsiones, encefal opatia, depresion,
neuropsiquiatricas o o
psicosis, meningitis aséptica, core, cefalea
Anemia hemolitica, trombocitopeniaautoinmune, linfopenia,

M anifestaciones ] ) ) .
neutropenia, alteraciones funcionalesde |os neutrdfilos,

hematol égicas ) )
crioglubulinas

) ) Ulceraorales, nauseas, vomito y dolor abdominal, sindrome del
M anifestaciones

) ) intestino irritable, fibromialgia, enteropatia perdedora de proteinas,
Gastrointestinales

pseudoobstrucciénintestinal crénica, pancreatitis y hepatitis [Upica.

Dentro de las manifestaciones clinicas en e lupus las que se presentan con mayor
frecuencia en |os pacientes al momento del diagndstico son artritis (76.5%) y compromiso
renal (58.8%) (Veazquez, y otros, 2012)

1. Nefritis lUpica

Es una de las manifestaciones clinicas que afecta con mayor gravedad ala calidad de vida
delos pacientes | Upicos, considerada como unade | as mayores causas de morbimortalidad.
Afecta cerca del 65% de los casos y se presenta con mayor frecuencia en hispanos,
asiéticos y afrodescendientes. (Severiche, y otros, 2014)
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En pacientes |Upicos colombianos la prevalencia del compromiso rena es del 52,5% es
mas frecuente en adultos jovenes (39%) y menos frecuente en adultos mayores de 50 afios
(22%). Se estima que entre el 5% a 22% de los pacientes con nefritis |Upica tendran una
enfermedad renal terminal y finalmente requeriran hemodidlisis o transplante. (Gonzales,
Vasquez, Uribe, & Ramirez, 2006)

La Organizacion Mundia de la Salud (OMS) en 1974, establecio la primera clasificacion
de la nefritis |Upica basada en |as lesiones glomerulares, agrupando las lesiones en cinco
clases de acuerdo alos hallazgos de la biopsiarenal. En 2003 la sociedad internaciona de
nefrologia y patologia rena elaboré una nueva clasificacion de la nefritis IUpica. Esta
clasificacion incluye varias modificaciones con respecto a diferencias cuantitativas y
cualitativas entre las lesiones de clase 11l y de clase IV como se observa en la tabla 3.
(Gonzales, Vasguez, Uribe, & Ramirez, 2006)

Tabla 3: Clasificacion de la Nefritis|Upica segin la Sociedad | nternacional de Nefrologia/ Sociedad de
Patologia Renal (Gonzales, Vasguez, Uribe, & Ramirez, 2006)

Clasficasion ——___—Caragteristioass |
Nefritislipica mesangial minima.
Clasel Glomérulo normal por microscopia de luz y presencia de depdsitos inmunes
mesangial es por inmunofluorescencia.
Nefritislipica mesangial proliferativa.
Hipercelularidad puramente mesangial de cualquier grado o expansién de la matrix
Clasell mesangia por microscopia de luz, con depdsitos inmunes mesangiales. Depositos
subepiteliales o subendoteliales escasos y aisados que pueden ser visibles por
inmunofluorescenciao microscopia electrénica, pero no por microscopiade luz.
Nefritisltpicafocal.
Glomerulonefritis segmentaria o global endo o extracapilar, focal activa o inactiva
que afecta <50% del glomérulo. Tipicamente presenta depdsitos inmune
subendotelialesfocales, con o sin alteraciones mesangial es.

Claselll

NefritislUpica difusa.
Glomerulonefritis segmentaria o global endo o extracapilar, activa o inactiva difusa
gque afecta = 50% de los glomérulos. Tipicamente presenta depdsitos inmunes
subendoteliales difusos, con o sin ateraciones mesangiales. Se divide en
ClaselV segmentaria difusa (1V-S) cuando = 50% del glomérulo afectado tiene lesiones
segmentarias, y global difusa (IV-G) cuando = 50% del glomérulo afectado tiene
lesiones globales. Segmentaria se define como una lesion que afecta menos de la
mitad del penacho glomerular. Esta clase incluye casos con depoésitos difusos de
asas de alambre, pero con poco o nada de proliferacién glomerular
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Continuacién Tabla 3: Clasificacion de la Nefritis 1Upica segun la Sociedad Internacional de Nefrologia/
Sociedad de Patologia Renal (Gonzales, Vasquez, Uribe, & Ramirez, 2006)

| Clasficacion __ Cavacterigios |
Nefritislipica membranosa.
Depositos inmunes subepiteliales segmentarios o globales por microscopia de luz,
ClaseV inmunofluorescencia, 0 microscopia electrénica con o sin alteraciones mesangiales.
LaNL claseV puede ocurrir en combinacién conlaclaselll oclaselV. LaNL clase
V puede mostrar esclerosis avanzada.

NefritislUpica escler 6tica avanzada.
Clase VI > 90% de los glomérulos se encuentran globalmente esclerosados sin actividad
residual

G. Criterios de Diagnéstico

Debido a las multiples manifestaciones de la enfermedad, € diagnéstico es una tarea
dificil parael equipo médico y en muchas ocasiones la enfermedad puede confundirse con

otras patologias de origen autoinmune.

En el afio 1997 & Colegio Americano de Reumatologia propuso un listado de 11 variables
gue contemplan tanto manifestaciones clinicas como criterios delaboratorio (tabla4). Para
diagnosticar a una persona con lupus, deberd cumplir cuatro criterios diagnosticos de los

cuales a menos uno debe ser inmunol gi co.

Tabla 4: Criterios de clasificacion para lupus eritematoso sistémico segun el Colegio Americano de
reumatologia. (Bertsias, Cervera, & Dimitrios, 2012)

Criterio Definicion ‘

) Eritema fijo , plano o elevado , sobre las eminencias malares , que
Eritema malar ) L . .
tiende a prescindir de los pliegues nasolabiales

Parches eritematosos el evados con escalamiento queratédsico adherente
Eritema discoide y taponamiento folicular ; cicatrizacion atréfica se produce en las
lesiones mayores
o Erupcién de lapiel como resultado de unareaccioninusual alaluz del
Fotosensibilidad o ) L
sol, por €l historial del paciente o la observacion médico.
i Ulceracion oral o nasofaringea, general mente sin dolor, observado por
Ulcerasorales o
un médico.
Artritis no erosiva en la que se involucran dos 0 més articulaciones

Artritis
periféricas, caracterizadapor sensibilidad, hinchazén o derrame
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Continuacién Tabla 4: Criterios de clasificacion para lupus eritematoso sistémico segln el Colegio
Americano de reumatologia. (Bertsias, Cervera, & Dimitrios, 2012)

Criterio Definicion ‘
- 1. Pleuritis
Serositis ) o
1. Pericarditis
2. Proteinuriapersistente> 0,5 g por diao> 3+ s no seredlizala
) cuantificacién
Alteracionrenal i ) )
1. Restoscelulares: puede ser de glébulosrojos, hemoglobina,
tubulares granular, o mixto
. Convulsiones
Desor den neur ol égico o
Psicosis
Anemia hemoliticacon reticulocitosis
) Leucopenia
Desor den hemat ol 6gico ) ]
Linfopenia
Trombocitopenia
Anti ADN

Anti Smith

S e R

Hallazgo positivo de anticuerpos anti fosfolipido basado en:
Desor den inmunol égico - Concentracion anormal en suero de anticuerpos anti
cardiolipinalgG o IgM
- Resultado positivo de anticoagulante |Upico
- Falso positivo en prueba de sifilis.
Un titulo anorma de anticuerpos antinucleares por

) ) inmunofluorescencia o andlisis equivaente en cualquier punto en €l
Anticuer pos Antinucleares ) ) _ ) )
tiempo y en ausencia de medicamentos conocidos por estar asociados

con el sindrome de lupusinducido por farmacos

Dentro de los elementos de diagndstico de laboratorio y de seguimiento de la enfermedad
se incluyen pruebas como la determinacion de anticuerpos antinucleares (ANA),
anticuerpos ds-ADN, anticuerpos anti Smith, factores de complemento, célulaLE, test de
lafuncién renal, hemograma compl eto, etc.

La valoracion inmunol égica puede realizarse por diferentes métodos como ser: Ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), inmunofluorescencia indirecta (IFI),

aglutinacion, inmunodifusion, etc.
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Los globulos rojos, blancos y plaquetas pueden estar alterados por la enfermedad, en si 0
por e tratamiento con antiinflamatorios no esteroides que pueden provocar ateraciones

en los parametros hematol 6gi cos mencionados.

Durante los ultimos afios los investigadores han buscado nuevas formas de diagndstico
por lo que han propuesto varios marcadores genéticos que serian Utiles para predecir €l

desarrollo y € curso de la enfermedad.

H. Tratamiento

No existe un consenso genera para e tratamiento del LES ya que debido a la variada
sintomatologia que presentan los pacientes, este debe ser flexible y adaptarse en cada
momento a la situacion clinica del paciente. Se debe considerar que la enfermedad se
caracteriza por presentar brotes | picos en los cuales existe un aumento de la actividad de
la enfermedad, € cual puede ser medible, en funcién a titulo de anticuerpo producido y

el érgano afectado.

Los farmacos que comunmente se utilizan en e tratamiento del lupus son antipal dicos
(hidroxicloroquind), AINEs (Salicilato sddico, Ac Tiaprofénico, butibufeno, fentiazaco,
ketorolaco, diclofenaco, Ac. Nimflumico, Meoxicam, Mabumetona, Celecoxib, entre
otros), Inmunodepresores (ciclofosfamida, micofenolato, etc.) y terapia bioldgica

(Jiménez, y otros, 2011)

CTLA-4

La activacion de los linfocitos T se inicia cuando € receptor de las células T (TCR)
reconoce a los péptidos unidos a las moléculas del complgo mayor de
histocompatibilidad, pero ademés, requiere de la participacion de moléculas de adhesion
gue contribuyen a desarrollo de una respuesta inmune eficaz. Entre las moléculas de
adhesién destacan CD4, CD8, CD28, CTLA-4 y sus respectivos ligandos. (Borrego, Frias,
Aguado, & Pefia, 2014) (Figura4)
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Figura 4 Activacion de los Linfocitos Thy la producci6n de citoquinas (Borrego, Frias, Aguado,

& Pefia, 2014)

1. Funcionesdel CTLA-4

El CTLA-4 (CD 152) es un receptor de superficie celular que pertenece alafamiliade la
molécula estimuladora CD28, es € principal receptor implicado en la regulacion negativa
de la activacion de los linfocitos. Se expresa de forma constitutiva en la superficie de los
LTCD4+CD25+, se ha demostrado su expresion en otros tipos celulares como linfocitos
B, monocitos y granulocitos, entre otros aungue se desconoce la funcién que cumplen en
estas células. Este receptor se expresade manerainducida en la superficie de loslinfocitos
T activados. (Waker & Samson, 2015)

En la actualidad no se conocen con certeza los mecanismos por los cuaes e CTLA-4
cumple su funcién inhibitoria. No obstante contintian las investigaciones a respecto ya
gue develar las bases de la funcién del CTLA-4 podria proveer informacion clave en los
factores que inducen la autoinmunidad y de esta manera contribuir también en €

desarrollo de terapia con anticuerpos. (Topalian, Taube, Anders, & Pardoll, 2016)

Con esta findidad se ha planteado posibles modelos que explicarian como € CTLA-4
cumple lafuncién de regular laactividad de los linfocitos T. (Figura 5) (Rudd, 2008)
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Figura 5: Funcion inhibitoria del CTLA-4 (Rudd, 2008)

a) Sefializacion negativa

Uno de los mecanismo por €l cud la proteina CTLA-4 media la inactivacion de clulas T es la
entrega de una sefia inhibidora através de su colacitoplasmética. La evidencia de este mecanismo
se deriva de las observaciones del coligamiento cruzado entre anticuerpo de CTLA-4y TCR en
presencia de la expresion de CD28 no limitante que es suficiente para inducir la detencion del
ciclo celular y lainhibicion de IL-2. En contraste con el antagonismo de estimulacién CD28, este
mecanismo es operativo cuando CTLA-4 se expresa en niveles bajos en la superficie celular T y
depende de la cola citoplasmética. (Teft, Kirchof, & Madrenas, 2006)

b) Antagonismo competitivo delavia CD28/B7

La unién de CD 28 con B7 inicia con una cascada de sefidizacion coestimuladora
necesaria paralaactivacion éptimadelascdlulas T.

El CTLA-4 compite con mayor eficiencia por € sitio de unién a B7 debido que tiene
mayor avidez y afinidad por esta molécula que CD28. Es probable que CTLA-4 sea capaz
de secuestraslas moléculas B7, y de estaformareducir la estimulacion CD28 dependiente.
(Teft, Kirchof, & Madrenas, 2006)
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C) Factores celulares intrinsecos

Los factores intrinsecos celulares también influyen en e comportamiento de las células
T. En 2008 Rudd propone un modelo en e que el CTLA-4 y € anticuerpo anti-CD3

inhiben la produccién de citoquinas y la proliferacion de las células T. (Rudd, 2008)

2. Genética

El gen CTLA-4 se encuentra en ubicado en e cromosoma 2933 consiste en 4 exones y
tres intrones: los exones 1y 2 codifican laregion extra celular de la molécula, € exén 3
codificalaregion transmembranal y el exén 4 laregion intracelular. (Liu & Zhang, 2013)
(Figura 6)

Ligand-binding Transmembrane Cytoplasmic
domain domain Ll

Full : o
length ~ Exon | —— Exan 2 M
Exon 1-4 —— Exon1 —’/’/\ﬂ—
Soluble ~—— Exon| ————————  Exon2 /\w
Ligand
independant —— Exon 1
{only in mouse)

Figura 6: Gen CTLA-4. Esta compuesto por cuatro exones donde cada uno codifica un dominio en la
proteina como seindica en la parte superior dela figura. Los seres humanos expresan la longitud completa.
(Teft, Kirchof, & Madrenas, 2006)
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Han sido reportados cuatro polimorfismos del gen CTLA-4: e primero un micro satélite
dinucleotidico en el exon tres del cua se conocen 23 alel os aproximadamente, € segundo
corresponde a un cambio de una guanina (G) por adenina (A) en la posicion +49 (G49A)
del exon 1, € tercero un cambio de citosina (C) por timina (T) en la posicion -318 (C-
318T) en laregion promotoray e polimorfismo CT60 A/G ubicado en la region 3*'UTR.
(Lee, Harley, & Nath, 2005)

3. Polimorfismo +49 (A/G)

En los ultimos afios se han publicado numerosos estudios relacionados con la asociacion
de los polimorfismos del gen con la susceptibilidad a enfermedades autoinmunes como €l

lupus.

Uno de los polimorfismos que se asocia con la susceptibilidad a lupus es e cambio de A
por G en la posicién +49 en € exén 1 ddl gen CTLA-4 que codifican para treonina o
alanina, respectivamente. De acuerdo con las observaciones de Lee y cols. (2005) en
poblaciéon Asidtica la presencia del alelo G en la posicion +49 del gen CTLA-4 implica
1.246 veces mayor riesgo de padecer lupus. (Lee, Harley, & Nath, 2005). Sin embargo
debido a que se trata de un factor genético se muestran resultados contradictorios que

varian en funcién del grupo poblacional estudiado.

En la actualidad, aln se desconoce como este polimorfismo puede modificar la funcion
de la proteina CTLA-4. El estudio més reciente |levado adelante por Kouki y cols. (2015)
donde se analizé como €l polimorfismo +49 (A/G) afectalafuncién delaproteina CTLA-
4 y contribuye a la patogénesis de la enfermedad de Grave's; en sus hallazgos muestran
gue la proliferacion de células T es mas elevada en los pacientes tanto casos como
controles que portaban & genotipo G/G y que la expresion del alelo G correlaciona con la
proliferacion aumentada de células T en comparacion con los niveles de células T de los
pacientes que expresan €l aelo A. (Kouiki, y otros, 2015)
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J. Reaccion en cadena dela polimerasa por restriccion enzimatica

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de biologia molecular
desarrollada por Kary Mullis en 1986. Su objetivo es amplificar un fragmento de ADN
para obtener varias copias partiendo de una Unica copia dd fragmento original como se

ilustraen lafigura?.

Template DMNA

Extonmion Dennturation
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Figura 7: Fundamento de |a técnica de reaccion en cadena de la polimersa

La técnica de PCR-RFLP fue desarrollada en 1983 por Jeffreys, esta basado en la
identificacion de la longitud de los fragmentos de restriccion. EI ADN resultante de una
amplificacion es cortado por un enzima de restriccion que reconoce fragmentos
especificos de 4 a 6 pb. Las secuencias de restriccion presentan patrones de distancia,
longitud y disposicion diferentes por lo que se dice que la poblacion es polimorfica para
estos fragmentos de restriccion. (Rodriguez & Chacon, 2012)

Las enzimas de restriccion cortan € ADN en sitios especificos y estén clasificadas en
cuatro tipos I, 11, 11 y IV en base a las subunidades que las componen, sitio de corte,

secuencia especifica y requerimiento de cofactor. El tipo Il son enzimas que cortan el
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ADN en posiciones definidas y producen una discreta restricciéon de fragmentos y
distintivos patrones de bandas, ademas son las Unicas endonucleasas que se utilizan en la
rutina de laboratorio. (BIOLAB, 2016).

Para los fines de este estudio se utilizd la enzima Kpn | proveniente de Klebsiela

pneumoniae con un sitio de escision 5’GGTAC1C 3" como se observaen lafigura 8.

CORTE POR LA ENZIMA DE RESTRICCION Kpe f
A
s [GTACC >3

s 1

$ G ATACC ¥ e 195pb

s G|GITACGCGC ¥ o 172pb
Kpn I

Figura 8: Stio de cortede la enzima Kpn |
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1.  ANTECEDENTES GENERALES SOBRE EL PROBLEMA

El LES es una enfermedad autoinmune de etiologia multiple, habiéndose demostrado que
la predisposicion genética es uno de los factores mas importantes involucrados en el
desarrollo de la enfermedad cuando el paciente se encuentra con el agente ambiental

desencadenante.
Diversos estudios han descrito genes candidatos asociados ala susceptibilidad a lupus.

Los genes que estdn comunmente involucrados son aquellos ubicados en e MHC, genes
que codifican laproteinaligadora de manosa (MBP), factor de necrosis tumoral afa (TNF-
a), interleuquina 6 (IL-6),IL-1, proteina C reactiva (PCR), FcyRIIA y FcyRIIIA, y
proteinas de choque térmico, entre otros. (Anaya, Shoenfeld, Correa, Garcia, & Cervera,
2005).

Otro gen candidato que se ha estudiado en diferentes poblaciones a nivel mundia y que
ha sido asociado con la susceptibilidad a lupus es e gen CTLA-4. Sus diferentes
polimorfismos han sido asociados con desarrollo de enfermedades autoinmunes. Sin
embargo, estos estudios muestran resultados contradictorios cuando se analizan diferentes
grupos poblacionales. Uno de los polimorfismos asociados con € lupus es el cambio de
A por G en laposicion +49 de exdn 1 del gen CTLA-4. Segun los halazgos de un meta
andlisis, en poblacion Asiéatica se ha observado que lapresenciade alelo G implica 1.246
veces mayor riesgo de padecer lupus (Odds Ratio= 1.246, 95% CI=1.057-1.469,
p=0.009), mientras que |a poblacion europea caucéasica no existe evidencia de asociacion
aélica(OR=0.978, 95% Cl=0.833-1.148, p=0.780). (Lee, Harley, & Nath, 2005)

En un estudio realizado en poblacién eslovaca en 1999, se observé que la frecuencia del
aelo G en pacientes |Upicos era significativamente mayor (35.8%) que en los pacientes
control (25.7%) y que ladistribucion del genotipo G/G eramas frecuente entre | os paciente
| Gpicos 17.6% vs 3.5% en controles. (Pullman, y otros, 1999).

Resultados similares fueron expuestos por Ahmed y colaboradores (2001) en su estudio
realizado en poblacion japonesa en e que encontraron que la frecuencia del alelo G es

mucho mas frecuente en pacientes con LES que en |os controles (69.5% Vs 57.2%) y que
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existe mayor frecuencia del genotipo G/G entre los pacientes |Upicos. (Ahmed, y otros,
2001)

No obstante otros estudios muestran resultados contradictorios, como es el caso del
estudio del polimorfismo del gen CTLA-4 redizado en poblacion de Malasia por Kek-
Heng y colaboradores en e que concluyeron que e gen CTLA-4 no juega un rol
importante en la susceptibilidad genética en e desarrollo de lupus en poblaciéon de
Maasia (Kek, Suat, Ching, Si, & Lay, 2010). Por otra parte, un estudio realizado en
poblacion Irani determinG que existe una correlaciéon importante entre el genotipo A/A
(67.2% vs. 41.1%, p=0.0001, OR= 2.93, Cl= 1.99-4.32)y |la susceptibilidad a desarrollar
lupus, en contraste €l genotipo A/G (49.7% vs. 27.8%, p=0.0001, OR=0.39, CI-=0.26-

0.57) y G/G (9.2% vs. 5.0%, p=0.06, OR=0.51 (0.23-1.12) son més frecuentes en el grupo
control. (Shooja, y otros, 2104).

Los estudios anteriormente citados demuestran que la asociacion de un determinado
polimorfismo genético con la susceptibilidad o resistencia a una determinada patol ogia va
a depender en primera instancia de la raza y grupo poblaciona estudiado asi como del
tamafio muestra entre otros. En nuestro pais el Laboratorio de Histocompatibilidad e
Inmunogenética del Instituto SELADIS, se ha propuesto evaluar los genes candidatos a
susceptibilidad a LES. Es asi que €l interés del presente trabgjo es determinar en pacientes
|Gpicos de laciudad de La Paz, si alguno de los genotipos del polimorfismo +49 (A/G) dd
gen CTLA-4 esta asociado con la susceptibilidad a LES o aguna de sus manifestaciones
clinicas. Este nuevo conocimiento nos permitira establecer el posible riesgo genético de
susceptibilidad a la enfermedad en familiares de pacientes lUpicos, asi como el poder
predecir una determinada manifestacion organica que puedan padecer los pacientes.
Permitiendo de esta manera al clinico establecer las medidas de prevencion o de

tratamiento adecuado en funcién a riesgo que cada paciente pueda presentar.
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V. JUSTIFICACION

El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmune invaidante que se
caracteriza por un proceso inflamatorio cronico ocasionado por la producciéon de auto
anticuerpos y la activacion de células autoreactivas que lentamente van afectando la
funcionalidad de diferentes 6rganos y sistemas. Para enfermedades autoinmunes como el
lupus actualmente no existe cura, siendo e tratamiento Unicamente de sostén o destinado
atratar las complicaciones de la enfermedad. En este caso un diagnéstico oportuno y un
adecuado régimen terapéutico del paciente pueden mejorar su expectativa de vida a mas

de 15 afios.

En la actualidad aln se desconoce la causa del lupus, no obstante se sabe que los factores
genéticos juegan un rol importante en cuanto a desarrollo de la enfermedad, las

manifestaciones clinicasy las complicaciones.

El laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS viene
realizando estudios de asociacion a LES de varios genes, tales como la asociacion de los
polimorfismos: de los loci DR y DQ del complgo principa de histocompatibilidad, del
gen de la Enzima convertidora de Angiotensina (ECA), del gen que codifica los
Receptores FCyR 111B; encontrandose para estos sistemas genéticos valores de OR
relativamente bajos. Por |o tanto, se contindia en la busqueda del polimorfismo de un gen
gue tenga en nuestra poblacion valores de OR suficientemente altos como para ser
utilizados como marcador genético para predecir la susceptibilidad a padecer lupus y/o

sus manifestaciones clinicas.

Otro de los genes que ha sido asociado con la susceptibilidad a padecer LES es € gen
CTLA-4 y su polimorfismo +49 (A/G) en poblacion Eslovaca, mostrando mayor
frecuencia del Alelo G en los pacientes |Upicos que en e grupo control, pero, esta
frecuencia alélica muestra resultados contradictorios cuando es analizado en otros grupos
poblacionaes como en poblacion Irani en laque el alelo A es gue se encuentra con mayor

frecuencia en pacientes | Gpicos.

Una de las motivaciones para realizar esta investigacion es porque no existe ningin
estudio acerca del polimorfismo +49 (A/G) del gen CTLA-4 en poblacion boliviana, por
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lo que hasta e momento es desconocido € pape de este gen en lo referente a la

susceptibilidad alupus, las manifestaciones clinicas y las complicaciones.

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En & depatamento de La Paz-Bolivia, € laboratorio de Histocompatibilidad e
Inmunogenética mediante un levantamiento de datos estadisticos ha determinado que
entre las gestiones 2003 a 2015 se han diagnosticado en promedio 130 casos nuevos de
lupus por afio, solo en la gestion 2015 entre los meses de enero a julio se confirmo €

diagnostico de 60 casos huevos.

El médico tratante del paciente lUpico para hacer un correcto seguimiento y
monitorizacion del paciente, continuamente solicita pruebas de laboratorio de quimica
sanguinea, hematologia y pruebas inmunoldgicas como ANA, anti ds-ADN, C3, C4, etc.,
gue permiten a clinico dosificar e tratamiento en funcion ala actividad de la enfermedad

evaluada por los pardmetros de laboratorio, controlando de esta manera la enfermedad.

Los marcadores serol6gicos son Utiles en € diagndstico y seguimiento de la enfermedad.
No obstante, actualmente no existe ninguna prueba que permita realizar un diagndstico
temprano de la enfermedad y de esta forma predecir y/o prevenir €l desarrollo de esta o
de las complicaciones organicas una vez que esta instalada. Para dar solucion a este
problema se han realizado estudios genéticos en diferentes poblaciones con € fin de
encontrar un gen que pueda predecir € desarrollo y curso del LES, uno de los genes
candidatos maés estudiados en |os Ultimos afios es el gen CTLA-4 y su polimorfismo en la
posicion +49 (A/G). Este ultimo aspecto nos motiva aevaluar si existe asociacion entre el
polimorfismo +49 (A/G) del gen CTLA-4 con las susceptibilidad a lupus en poblacién
boliviana la cual tiene caracteristicas de mestizaje propias, (genes amerindios que se han
mezclado con genes de culturas que han colonizado nuestro pais). El conocer la posible
asociacion con lupus, de los alelos del gen antes mencionado, podria ayudarnos a
contribuir desde el laboratorio a un diagnostico temprano del LES, 1o que permitiria
disminuir €l riesgo las complicaciones organicas de la enfermedad, mejorando asi la

calidad, expectativade vida del paciente y lasalud emocional de su entorno.
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VI.

HIPOTESIS

En los pacientes |Upicos € alelo G dd polimorfismo +49(A/G) localizado en el exén 1 del

gen CTLA-4 esta relacionado con €l riesgo a padecer la enfermedad o alguna de sus

manifestaciones clinicas.

VII.

VIII.

OBJETIVOS

A. Objetivo general

Determinar laasociacion del polimorfismo +49 (A/G) en el exdn 1 del gen CTLA-
4 con la susceptibilidad a Lupus Eritematoso Sistémico en poblacion mixta

boliviana

B. Objetivos especificos

Conocer las caracteristicas clinicas mas frecuentes en la poblacion de estudio
Optimizar un ensayo de PCR-RFLP paraladeterminacion del polimorfismo +49
(A/G) en el ex6n 1 del gen CTLA-4.

Analizar la relacion entre los polimorfismos +49 (A/G) del gen CTLA-4 con la
susceptibilidad a lupus.

Analizar la relacion entre los polimorfismos +49 (A/G) del gen CTLA-4 con la

susceptibilidad a desarrollar nefritis IUpica y otras manifestaciones clinicas.

DISENO METODOLOGICO

A. Tipo deestudio

Lainvestigacién corresponde a un estudio analitico de tipo caso-control
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B. Poblacion en estudio

Pacientes bolivianos con diagnéstico de lupus que asistieron a Instituto SELADIS en los
meses de marzo a noviembre de 2015. Asi mismo, se incluyd un grupo de pacientes sin

diagnostico de LES como grupo control.

IX. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

A. Criteriosdeinclusion

Pacientes con diagndstico clinico y serol6gico de lupus eritematoso sistémico de cualquier
edad y sexo que otorgaron su consentimiento informado (Anexo 1). De la misma forma
los pacientes del grupo control otorgaron su consentimiento informado para ser parte del
estudio.

B. Criterios de exclusion

Pacientes que presentaron otras patologias de tipo autoinmune o0 que no otorgaron su
consentimiento para que su muestra biol 6gica sea estudiada en € presente trabajo.
En €l caso del grupo control se excluyeron alos que presentaban relaciéon de parentesco

con pacientes | Gpicos.

C. Criterios de eliminacion

Pacientes y controles que no asistieron a la toma de muestra o no completaron los datos

delahistoriaclinica.

D. Material biolégico

M uestra de sangre venosa periférica con anticoagulante EDTA K3
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E. Tamarfio dela muestra

Muestreo no probabilistico por conveniencia. Se incluyeron 80 pacientes con diagndstico
confirmado de LES y 80 controles, previa lectura del formato de consentimiento
informado y la hoja de informacion del proyecto. A los pacientes y controles que
decidieron participar voluntariamente en el estudio se les tomo6 una muestra de sangre para
realizar la extraccion de ADN y la PCR paralaidentificacion de los aelos. Asimismo, se

levanto la historia clinica de cada paciente y control (anexos 2y 3).

F. Aspectos éticos

Los pacientes involucrados en e presente estudio fueron informados acerca de los
objetivos, e impacto y las posibles complicaciones que pudieron resultar de la toma de
muestra'y €l beneficio que ellos recibirian con los resultados del presente estudio paralo
cual se obtuvo su consentimiento informado. A todos los participantes del estudio se les
entrego un origina del resultado del andlisis del polimorfismo +49 (A/G) del gen CTLA-
4

X. CONTEXTO Y LUGAR

El estudio se realiz6 en € laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del
Instituto SELADIS dela Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas delaUMSA,
gue cuenta con los equipos y materiales necesarios para la realizacion de este tipo de
estudios.

A. M étodos

1. Obtencion del material genético

A partir de la obtencion una muestra de sangre venosa periférica recogida sobre

anticoagulante EDTA K3, se redliz0 la extraccion de ADN gendémico mediante el
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protocolo del Kit de “Extraccion de ADN de sangre periférica por membrana de silica,

sales caotrépicas y proteinasa K” (FAVORGEN, Taiwan)

v

v

Se centrifugd la muestra de sangre a 3000 rpm por 10 min, y se desecho €
plasma. Luego, se homogenizé la muestra cuidadosamente por inversion.

Se tomaron 200 pl. de la muestra en un tubo Eppendorf y se afiadio 20 pl de
proteinasa K y 200 pl de buffer FABG, se agitd en vortex enérgicamente por 1
minuto.

Lamuestrasellevo aincubacion por 16 min agitando en vortex cada4 minutos.
Se trasvasd la muestra cuidadosamente a la columna de silica y se centrifugo
por 1 min 20 seg a 14000 rpm

La columna fue trasvasada a un tubo cénico nuevo y se afadieron 500 pl del
buffer de lavado W1, sellevo acentrifugar por 1 min 20 seg a 14000 rpm

Se trasvaso la columna de silica a un tubo conico nuevo y se afadieron 750 pl
del buffer delavado y se centrifugé por 1 min 20 seg a 14000 rpm

La columna de silica se trasvaso a un tubo Eppendorf nuevo y se afadieron 200
ul del reactivo de elucién, se dgjo reposar durante tres minutos y se llevo a
centrifugar 2 min. 20 seg. a 14000 rpm

La muestra fue conservada a4 °C hasta @ momento de su uso.

Reaccion en cadena de la polimerasa

Se realiz6 una optimizacién de la PCR a partir de las condiciones propuestas
por Imen y cols. en 2010: desnaturalizacién inicial un ciclo a 94 °C/10 min; un
ciclo a95°C/10 seg; 30 ciclos a 55 °C/30 seg y una extension fina a 72°C/10
min.

El mix de PCR se prepard para un volumen de reaccién total de 20 ul: Buffer
1X, dNTPs 02 mM; 05 mM de <cada primer (forward:
CAAQggCTCAQCTgAACCTQgggT; reverse: TACCTTTAACTTCTggCTTTYQ) ;
MgClI2 1.5 mM; 0.008 U/ pl de Tag polimerasa platinum (Invitrogen, USA)

Para verificar laamplificacion del gen serealizo electroforesis horizontal a 150

voltios, 350 mAmp por 30 min. en gel de agarosa a 4 % teflido con SYBR®
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5.

Green a 4.66%, usando como tampoén de corrida TBE (Tris, acido borico y
EDTA) 1X. La amplificacion se verifico con ayuda de un transiluminador de
luz UV

Unavez verificada la amplificacion del gen, se realizo la digestion enzimética
delos productos de PCR, utilizando laenzimaKpn | 2000 U (Invitrogen, USA)

Restriccion enzimatica por Kpn |

Se tomaron 10 pl dd producto de PCR y se afiadié 1 pl delaenzimaKpn | 10
U/ul (5G GTACIC3/3'CtCATG G5) y 2 ul ddl Buffer 10X paraun volumen
de reaccion final de 30 pl.

Lamezcla se degjo en incubacion a 37 °C toda la noche.

Electroforesis de los productos de digestion enzimatica

Los productos de la digestion enzimética se revelaron mediante el ectroforesis
horizontal a 150 voltios, 350 mAmp por 120 min. en gel de agarosa a 4 %
teflido con 0,05% DE SYBR® Green (Invitrogen, USA) usando como tampon
decorrida TBE 1X y H20 libre de DNAsas como control negativo. Ladigestion
se verificod con ayudade un transiluminador deluz UV

Los productos esperados fueron: para homocigotos del alelo G una banda de
195 pb, parahomocigotos del alelo A unabandade 182 pb y paraheterocigotos
A/G dos bandas, una de 195 pb y otra de 182 pb respectivamente.

Andlisis estadistico

Para el andlisis y levantamiento estadistico de los datos se hizo uso del programa IBM
SPSS statistics 22 (version de prueba), se realizo la prueba de CHI cuadrado para verificar

S existe asociacion significativa y € calculo del Odds Ratio para relacion entre la

exposicion genética ala enfermedad y |a presencia de lamisma.
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Xl.  RESULTADOS

Lainvestigacion se desarroll6 bajo |os parametros de un estudio de tipo caso-control, con
una poblacion total de 160 personas de ambos sexos y comprendidos entre las edades de
11 a66 afos, procedentes delos departamentos de La Paz (96.25%), Oruro (2,5%) y Potosi

(1.25%) que fueron clasificadas en dos grupos: casos y control es.

El grupo de casos estuvo constituido por 80 pacientes con diagndstico de lupus, de los
cuales 74 (92.5%) fueron mujeresy 6 (7.5%) varones (figura 9), con unarelacién mujer:

varon de 9:1

B Femenino

B Masculino

Figura 9: Distribucién del sexo en el grupo de pacientes [Upicos. El 92.5% son mujeresy €l 8%
varones.

El 74.35 % delas pacientes | Upicas se encontraban en €l rango de edad fértil (15 a49 afios)
en lafigura 10 se observa que el 24,32% se encuentra en el rango de edad de 21-30 afios,
el 33,78% entre los 31-40 afios y 10.81 % de 41 a 50 afios. Por otra parte, en la poblacion
masculina de pacientes se observo una distribucion homogénea en |os rangos de edad de

31-40 afios y 61 afios 0 més, en ambos casos con 33,33%. (Anexo 4)
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m 11 -20 afios

m 21-30 afios

m 31-40 aios

41-50 anos

B 51-60 anos

M 61+ afios

Figura 10: Distribucion dela edad en paciente | Upicos de sexo femenino. El 33.8% se encuentradentro
del rango de 31 a 40 afios, 24.32% 21 a 30 afiosy 10.81 % de 41 a 50 afios.

El grupo control estuvo conformado por 80 pacientes aparentemente sanos, que no
presentaron infecciones ni se encontraban en tratamiento médico, de los cuaes 63
(78,75%) son mujeresy 17 (21,25%) varones. (Anexo 5)

Los rangos de edad en los que se encuentrala mayor proporcion de las mujeres del grupo
control son: 11 a 20 (17.46%), 21 a 30 (55.55%) y 31 a40 (12.7%), (Figura11). Por otra
parte € 41.18% de la poblacion masculina se encuentra dentro del rango de 21-40 afios.

(Anexo 6)
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Figura 11: Comparacion de distribucion de la edad en las pacientes de sexo femenino incorporadasen el
estudio como caso o control.

A. Comparacion de las car acteristicas clinicas reportadas por la

poblacion de pacientesdurante el curso de la enfermedad.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes |Upicos son muy variadas, abarcando desde
las manifestaciones mas caracteristicas de la enfermedad como la sensibilidad a sol, €
eritema malar y e dolor articular hasta afecciones de tipo neural como convulsiones,
cefalea, mareos, alucinaciones y alteraciones hematologicas que pueden comprender
trombocitopenia, leucopenia, plaquetopenia, entre otras.

Mediante e levantamiento de la historia clinica (Anexo 2) de cada paciente se logro
determinar las manifestaciones clinicas més frecuentes, que presentaron al inicio y durante
la enfermedad. Como se observa en latabla 5 las manifestaciones clinicas mas frecuentes
gue reportaron |os pacientes al momento del diagndstico fueron: el dolor articular (72.5%),
eritema malar (46.25%), alteraciones hematoldgicas (33.75%) y nefritis [Upica (33.75%)
y las que menos se presentaron fueron: Ulceras orales o nasales (13,75%), serositis
(22.5%), dteracion neural (22.5%) y fotosensibilidad (15.0%). La frecuenciaen la que se
presentaron las diferentes manifestaciones clinicas fue variando con el curso de la

enfermedad, incrementandose en todos los casos siendo 10s més evidentes Ulceras orales
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0 nasadles de 13.75% a 33.75, nefritis lUpica de 33.75% a 47.5% Yy alteraciones
hematol 6gicas de 33.75% a 56.25%.

Tabla 5: Comparacion de la frecuencia de las manifestaciones clinicas en pacientes LES al momento de
diagnéstico y durante la enfermedad. Se muestra la variacion en la frecuencia de las manifestaciones
clinicas que presentaron los pacientes LES al momento de diagnéstico y durante la enfermedad

Al diagnéstico Durantela enfermedad

Caracteristica clinicas Presente Ausente Presente Ausente

Eritemamalar 37 46,25 43 53,75 46 57,5 34 425
Fotosensibilidad 12 15 68 85 24 30 56 70
Dolor articular 58 725 22 275 64 80 16 20
Ulcerasordesonasdes 11 13,75 69 8625 27 3375 53 66,25
Serositis 18 225 62 77,5 18 22,5 62 775
Nefritis |Gpica 27 3375 53 6625 38 475 42 525
Alteracion neural 18 225 62 775 23 2875 57 7125

Alteracion hematolégica 27 3375 53 61,25 45 5625 35 43,75

B. Optimizacion del PCR-RFLP parala determinacién del
polimorfismo +49 (A/G) del gen CTLA-4

Para determinar el polimorfismo de la posicion +49 en e exén 1 del gen CTLA-4 se
recurrio a un ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa por restriccion enzimética.
Se redlizé la optimizacion de la técnica de PCR-RFLP en dos etapas, partiendo del
protocolo propuesto por Imen Sfar y colaboradores en 2009. La primera etapa tuvo como
meta obtener un producto amplificado de PCR de 195 pb. Durante e primer ensayo se
utilizaron las concentraciones de reactivos (tabla 6) y protocolo de termociclado (tabla 7)
propuesto por Imen Sfar y colaboradores (2009), programando un gradiente de la
temperatura de alineamiento de 50 °C a 60 °C con €l objetivo de encontrar la temperatura
Optima.
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Como resultado del primer ensayo se evidenci6 la amplificacion de ADN con la presencia
de dos bandas (figura 12). Con la ayuda del software Lab Image Version 3.3.0 (Kapelan
Bio-Imagin Solutions,) se calcularon los pesos moléculas de ambas bandas, la primera
correspondia a fragmento esperado de 195 pb y la otra bandainespecifica con un peso de

131 pb. Se observo también que la temperatura Optima de amplificacion se encontraba en
un rango de 53 °C a 57 °C siendo latemperatura de hibridacion ideal a55 °C que produjo
bandas mejor definidas en e revelado eectroforético. En la tabla 7 se muestran otros

cambios importantes que se realizaron en € proceso de optimizacion.

M ar cador Contral
de peso negativo

Banda
inespecifica
131 pb

Figura 12: Fotografia de la corrida electroforética del primer ensayo para la optimizacion de
PCR del polimorfismo +49 (A/G) del gen CTLA-4. En el primer pozo se encuentra el marcador
de peso molecular y en los siguientes pozos una muestra amplificada con un fragmento de 195
pb correspondienteal gen CTLA-4 y una banda inespecifica de 131 pb.

En el proceso de optimizacion de la PCR con € objetivo de eliminar la amplificacién de
bandas inespecificas se disminuyo la concentracion de MgCl. de1.5mM a1l mM yen e
protocolo de termociclado se incrementé la temperatura de activacion de la Taq
polimerasade 94 °C a95 °C y el tiempo de activacion de 5 min a 10 min., en el ciclo de

amplificacion de realiz6 una disminucion en los tiempos de desnaturaizacion,
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alineamiento y extension y se incrementd € nimero de ciclos. Las condiciones 6ptimas
delaPCR se muestran en lastablas6y 7.

Tabla 6: Modificacion realizada en €l protocolo de preparacion de Mix para PCR propuesto por Imen
Sar y cols.

Reactivo Protocolo (Imen Protocolo
y cols.) modificado
- Buffr  1X  1X
dNTPs 0.2mM 0.2mM
Forward 0.5uM 0.5uM
Reverse 0.5uM 0.5uM
MgCl2 1.5mM 1.0mM
Tag 0.08 U/ul 0.08 U/ul

Tabla 7: Comparacion entre el protocolo de termociclado propuesto por Imen y cols. y protocolo
optimizado

Etapa
Protocolo de

termociclado Extension

naturalizacion iclo de amplificacion _
final
inicia
|

Temperatura 94 °C 94 °C 55°C 72°C 72°C
Imeny cols. Tiempo 5min 40seg  30seg 1min 7min
N° deciclos lcico 30ciclos lcico
Temperatura 95 °C 95 °C 5°C 72°C 72°C
Optimizado Tiempo 10 min. 10seg 30seg  30seg 10 min
N° deciclos lciclo 35 ciclos lcico

En la segunda etapa de la optimizacion se realizo la digestion enzimatica de los productos
de amplificacion PCR con la enzima Kpn | de acuerdo al protocolo de preparacion del
reactivo propuesto por € fabricante de la enzima. (Anexo 7) Para el revelado se realiz6 a
una electroforesis en gel de agarosa al 4%. Como resultado de la digestion enzimatica se
obtuvieron dos fragmentos de 195 pb y 172 pb para los alelos A y G respectivamente
(figura13).
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M ar cador Control
negativo

Figura 13: Fotografia de la electroforesis de los productos de digestion enzimética con Kpn | que
determina el polimorfismo +49 (A/G) gel gen CTLA-4. En los pozos 1 y 4 se observa una banda de 195
pb que corresponde a homocigoto para €l alelo A, en los pozos 2 y 5 dos fragmentosde 195 pb 'y 172 pb
heterocigoto y en 3y 6 homocigoto para el alelo G con una banda de 195 pb.

C. Frecuencia genotipica del polimorfismo +49 (A/G) ddl gen CTLA-4

en pacientes con LESy pacientes aparentemente sanos.

Para determinar si existe asociacion entre el polimorfismo +49 (A/G) del gen CTLA-4 y
lasusceptibilidad alupus serealizo € calculo de las frecuencias genotipicas y aélicas que
permitieron conocer la proporciéon de cada genotipo y alelo en los grupos de estudio.
También, se realizo € célculo del OR que permitié conocer e riesgo de que € lupus o
alguna de sus manifestaciones se presente o no en la poblacion.

Los pacientes |Upicos estudiados se caracterizaron por presentar en mayor frecuencia el
genotipo G/G (21.25%) con respecto a grupo control (7.50%), €l valor del Chi-cuadrado
6.14 con un valor p=0.01 indica que existe una diferencia significativa entre |os dos grupos
de estudio (tabla 8). El vaor de OR= 3.33 indica que en nuestra poblacién existe una
asociacion positivaentre el genotipo G/G y riesgo ala enfermedad. Los pacientes con este
genotipo tienen 3 veces mas riesgo a desarrollar lupus que |os pacientes que no tienen este

genotipo.
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Tabla 8: Comparacion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo +49 (A/G) del gen CTLA-4 en
pacientes con LESy grupo control.

Polimorfismo
I

genotipico

Chi-cuadrado

OR(IC)* X2(P=a0.5)

CTLA-4

A(Thr)/A(Thr) 36 4500 45 5625 0.64(0.34-1.19)  2.03 (p=0.15)
A(Thr)/G(Ala) 27 3375 29 3625 0.90(0.47-1-72) 0.11 (p=0.740)
G(Ala/G(Thr) 17 2125 6 750 333(1.24-895  6.14 (p=0.01)

D. Frecuencia aldlica ddl polimorfismo +49 (A/G) del gen CTLA-4 en

pacientes con LESYy pacientes aparentemente sanos.

Con relacién alas frecuencias délicas, € delo A (OR=0.56; 1C=0.35-0.90) muestra una
asociacion negativa gque otorga proteccion frente a la enfermedad y en contraste el aelo
G (OR=1.79; 1C=1.11-2.88) representa una asociacion positiva que predispone a duplicar

el riesgo para €l desarrollo de lupus, como se observaen latabla9.

Tabla 9: Comparacion de lasfrecuenciasalélicasdel polimorfismo +49 (A/G) del gen CTLA-4 en
pacientes con LESy grupo control.

| Polimorfismo | Pacientes Controleﬁ
N % OR(IC)* X2(P=00.5

Alelo A (Thr) 99 61.88 119 74.38 0.56 (0.35-0.90) 5.76 (p=0.02)

AldoG (Ala) 61 3813 41 2563 1.79(1.11-2.88) 5.76 (p=0.02)



E. Asociacion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo +49 (A/G)
del gen CTLA-4 en pacientes |Upicos y manifestaciones clinicas durante la

enfermedad.

Debido alas complicaciones de la enfermedad y que surgen con e desarrollo de lamisma
se hizo necesario evaluar una posible asociacion entre € polimorfismo +49 (A/G) del gen
CTLA-4, con las manifestaciones clinicas que se presentaron en los pacientes |Upicos
durante la enfermedad. El andlisis de la relacion entre las frecuencias genotipicas del
polimorfismo +49 (A/G) de gen CTLA-4 y las manifestaciones clinicas revelo la
asociacion significativa con nefritis [Upicay alteraciones hematol dgicas. (Tabla 10)

Se encontré que € genotipo A/A esta presente en € 70.83% de los pacientes que
desarrollaron fotosensibilidad frente a 33.93% de los pacientes que no tiene sensibilidad
al sol. (OR=4.73; IC.= 1.67-13.38; X2=9.24; p=0.002), € genotipo A/G esta presente en
el 16.67% de los pacientes con fotosensibilidad frente a 41.07% de los que no desarrollo
fotosensibilidad (OR=0.29; IC.=0.09-0.95; X?=4.48; p=0.034)

El genotipo A/G se encontro en el 55.56% de |os pacientes con serositis frente a 27.42%
de los pacientes que no tuvieron serositis (OR=3.31; IC.=1.12-9.78; X?=4.94; p=0.026)

El 18.52% de los pacientes con € polimorfismo A/G desarrollaron ulceras orales o nasales
frente al 41.51% que no las tuvo (OR=0.32; IC.= 0.10-0.98; X?= 4.23; p=0.040)

De igua manera se encontro asociacion significativa con las alteraciones hematol gicas
y nefritis lUpica. El genotipo A/G se presentd en e 44.44% de los pacientes con
ateraciones hematol 6gicas frente a 20.0% que no tuvo ninguna alteracion hematol 6gica
(OR=3.20; IC.= 1.16-8.84; X2=5.26; p=0.022).

Se encontré también que el genotipo A/G es un factor de riesgo para € desarrollo de
nefritislUpicaal estar presenteen el 55.26% de |os pacientes con esta alteracion frente al
14.28% de los paciente sin ninguna alteracion renal (OR=7.41; IC.= 2.53-21.72;
X?=14.98; p=0.0001), por otra parte el genotipo A/A estuvo presente en € 28.95% de
pacientes con alteracion renal frente a 59.52% que no desarrollaron nefritis (OR=0.28;
IC.=0.11-0.70; X?=7.53; p=0.006) siendo un factor de proteccion para € desarrollo de
nefritis Upica



Tabla 10: Asociacién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo +49 (A/G) del gen CTLA-4 en
pacientes |Upicos con las manifestacionesclinicas.

Polimorfismo —— :
M anifestaciones PRESENTE AUSENTE Chi-cuadrado

N % N % X2 (p=0a0.5)

Eritema A(Th/A(Thr) 17 3696 19 55.88  0.46 (0.19-1.14) 2.83 (p=0.09)

A(Th)/G(Ala) 19 4130 8 2353  2.29(0.85-6.13) 2.76 (p=0.10)

G(Ala)/G(Thr) 10 2174 7  20.59 1.07 (0.36-3.18) 0.02 (p=0.90)

Fotosensibilidad = A(Thr)/A(Thr) 17 70.83 19 3393 4.73(1.67-13.38)  9.24 (p=0.002)

A(Thr)/G(Ala) 4 16.67 23 41.07 0.29 (0.09-0.95) 4.48 (p=0.034)

G(Ala/G(Thr) 3 1250 14 250 0.43 (0.11-1.66) 1.57 (p=0.210)

Dolor Articular ~ A(Thi)/A(Thr) 28 4375 8 500  0.78(0.26-2.33) 0.20 (p=0.653)

A(Thr)/G(Ala) 23 3594 4 25.0 1.68 (0.49-5.82) 0.68 (p=0.408)

G(Ala/G(Thr) 13 2031 4 250 0.76 (0.21-2.76) 0.17 (p=0.682)

Serositis A(Thi/A(Th) 5 27.78 31 500  0.38(0.12-1.21) 2.78 (p=0.095)

A(Thr)/G(Ala) = 10 5556 17 27.42 3.31(1.12-9.78) 4.94 (p=0.026)

G(Ala)/G(Thr) 3 16.67 14 22.58 0.68 (0.17-2.71) 0.29 (p=0.589)

Renales A(Thr)A(Thr) 11 2895 25 5952  0.28(0.11-0.70) 7.53 (p=0.006)
A(Thr)/G(Ala) 21 55.26 6 14.28 7.41(2.53-21.72)  14.98 (p=0.0001)

G(Ala)/G(Thr) 6 1579 11 26.19 0.53 (0.17-1.60) 1.30 (p=0.256)

Neurales A(Thr)/A(Thr) 7 3043 29 50.88  0.42(0.15-1.18) 2.77 (p=0.096)

A(Thr)/G(Ala) 10 4348 17 29.82 1.81 (0.66-4.92) 1.37 (p=0.24)

G(Ala/G(Thr) 6 26.09 11 1930  1.48(0.47-4.61) 0.45 (p=0.502)

Ulcerasorales ~ A(Thr/A(Thr) 15 5556 21 39.62  1.91(0.74-4.86) 1.83 (p=0.176)

0 nasales A(Thr)/G(Ala) 5 1852 22 4151 0.32 (0.10-0.98) 4.23 (p=0.040)

G(Ala)/G(Thr) 7 2592 10 18.87 1.50 (0.50-4.53) 0.53 (p=0.466)

Hematolégica ~ A(Thr)/A(Thr) 14 3111 22 62.86  0.27 (0.10-0.68) 8.02 (p=0.004)

A(Thr)/G(Ala) 20 4444 7 20.0 3.20 (1.16-8.84) 5.26 (p=0.022)

G(Ala)/G(Thr) 1 2444 6 1714  1.56(0.51-4.75) 0.62 (p=0.428)

i

-
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F. Asociacion de lasfrecuencias alélicas con del polimorfismo +49 (A/G)
del gen CTLA-4 en pacientes |Upicosy con las manifestaciones durantela

enfermedad.

Se encontré asociacion significativa entre el polimorfismo aélico +49 (A/G) del gen
CTLA-4 con € desarrollo de fotosensibilidad y alteraciones hematoldgicas que se
presentaron durante el transcurso de la enfermedad. (Tabla 11)

El delo G estuvo presente en el 20.83% de | os pacientes que desarrollaron fotosensibilidad
frente a 45.54% de los pacientes que tuvieron sensibilidad a sol (OR=0.31; IC.= 0.14-
0.69; X?=8.69; p=0.003) siendo un aelo de proteccion para el desarrollo de sensibilidad
solar.

Por otraparte el alelo A mostro ser un alelo de proteccion parael desarrollo de alteraciones
hematol 6gicas al estar presente en el 53.33% frente a 72.86% que no tuvo alteraciones de
tipo hematol gico (OR=0.42; 1C.=0.22-0.83; X?=6.36; p=0.012) y contrariamente el alelo
G se clasifico como un factor de riesgo para el desarrollo de ateraciones hematol 6gicas
estando presente en el 46.67% de |os pacientes que si las tuvieron frente al 27.14% de los
pacientes que no sufrieron de alteraciones hematoldgicas. (OR=2.35; 1C.=1.20-4.59;
X?=6.36; p=0.012). Desde & punto de vista polimorfico a nivel del alelo no se evidencio
asociaciones de proteccion o riesgo con las manifestaciones clinicas como eritema malar,
dolor articular, serositis, nefropatia, alteracion neural y Ulceras orales.

Tabla 11: Asociacion de las frecuenciasalélicas del polimorfismo +49 (A/G) del gen CTLA-4 en
pacientes |Upicos con las manifestacionesclinicas.

i : . ]
Manifesagiones O MOriSMO T pRECENTE  AUSENTE
I

Chi-cuadrado

Eritema AldloA (Thr) 53 5761 46 67.65 0.64(0.34-1.25)  1.67 (p=0.20)
AldoG(Ala) 39 4239 22 3235 154(0.80-296)  1.67 (p=0.20)

Fotosensibilidad ~ AleloA (Thr) 38 7917 61 5446 3.18(1.44-7.00)  8.69 (p=0.003)
AldoG (Ala) 10 20.83 51 4554 0.31(0.14-0.69)  8.69 (p=0.003)

Dolor Articular ~ AleloA (Thr) 79 6172 20 625 097(043-215)  0.01 (p=0.935)
AldoG(Ala) 49 3828 12 375 103(0.46-2.30)  0.01 (p=0.935)

AldoG (Ala) 42 4667 19 2714 2.35(120-459)  6.36(p=0.012)
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Continuacién Tabla 11: Asociacion de las frecuenciasalélicasdel polimorfismo +49 (A/G) del gen
CTLA-4 en pacientes | Upicos con las manifestaciones clinicas acumuladas.

Chi-cuadrado

Polimor fismo
alélico

PRESENTE  AUSENTE

M anifestaciones

clinicas

CTLA-4

N

%

N

%

Serositis AldloA(Thr) 20 5556 79 63.71 0.71(0.34-1.51) 0.79 (p=0.375)
AldoG(Ala) 16 4444 45 36.29 1.40(0.66-2.98) 0.79 (p=0.375)

Renales AleloA (Thr) 43 5658 56 66.67 0.65(0.34-1.24) 1.72(p=0.189)
AldoG(Ala) 33 4342 23 27.38 153(0.80-292) 1.72(p=0.189)

Neural AleloA(Thr) 24 5217 75 65.79 0.57(0.28-1.14) 2.58 (p=0.108)
AldloG(Ala) 22 4783 39 3421 1.76(0.88-3.54) 2.58 (p=0.108)

Ulcerasordleso  AldoA (Thr) 35 64.81 64 60.38 1.21(0.61-2.39) 0.30 (p=0.585)
nasales AledloG(Ala) 19 3518 42 39.62 0.83(0.42-1.63) 0.30 (p=0.585)
Hematologica  AleloA (Thr) 48 5333 51 7286 0.42(0.22-0.83) 6.36 (p=0.012)
AldoG (Ala) 42 4667 19 27.14 2.35(1.20-459) 6.36 (p=0.012)
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XII. DISCUSION

Desde e afio 2009 € laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto
SELADIS ha observado € incremento de casos nuevos de lupus cada afio. En promedio
por afio se confirmaron por laboratorio 131 casos nuevos de LES, en € afo 2014 se
diagnosticaron 125 casos nuevos de LES y en € afo 2015 entre los meses de enero y julio
se reportaron 65 casos nuevos. Por este motivo, en la presente tesis se optimiz6 un nuevo
método molecular que permita determinar la susceptibilidad genética a lupus y predecir
el posible riesgo de desarrollar alguna de sus manifestaciones clinicas, de estaforma seria

posible aminorar € dafio organico y sistémico producido por |a enfermedad.

La poblacion dd estudio estuvo constituida por 80 pacientes |Upicos de los cuales 74
(92.5%) fueron mujeres y 6 (7.5%) varones, con una relacion mujer varon de 9:1. De
acuerdo a un estudio realizado por Lahita, R. en 1999, antes de la pubertad la relacion
muijer-varon en pacientes con lupus varia de 10:1 hasta 15:1, por su parte Y acoub y cols.
mencionan que esta relacion después de la menopausia disminuye a 8:1 (Y acoub, 2004).
Datos similares son expuestos en una publicacién de Norman Tala en 1979, quien explica
que la actividad de las hormonas sexuaes podria explicar la mayor predisposicién en
mujeres, siendo la relacion mujer-varéon en € lupus de 15:1 durante la pubertad y que
decrece en orden de 2:1 en grupos de mayor edad. (Talal, 1979). Por lo que larelacion de
afectacion mujer: varon encontrado en € presente estudio estaria de acuerdo a los datos
encontrados en la literatura, confirmando que el lupus afecta en mayor proporcion a

Mmujeres.

La mayor proporcion de las mujeres |Upicas estuvo comprendida entre los rangos de edad
de 21 a 30 afios, 31 a40 afios y 41 a 50 afios |o que corrobora que € 68.94 % se encuentra
entre los 21 a 50 afos. De acuerdo a los datos publicados en la Encuesta Naciona de
Demografiay Salud (2008) la edad fértil en nuestro pais es de 15 a 49 afos que representa
el 46% de la poblacion femenina de los cuaes € 20.8% se encuentra en el rango de edad
de 15 a 19 afios, 32.4% de 20 a 29 afios, 26.6% de 30 a 39 afios y 20.3% de 40 a 49 afnos.
(Ministerio de Salud Deportes del Estado Plurinacional de Bolivia, 2009) En € presente
estudio se establecié que e 74.35% de | as pacientes | Upi cas se encontraba dentro del rango
de edad fértil.
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Resultados de un estudio realizado por Hopkinson y cols. en poblacién Upica de raza
blancael 11.96% se encuentraen €l rango de edad de 20-29 afios, 15.38% de 30-39 afios,
25.64% de 40 a 49 afios, 20.51% de50 a 59 afos, 19.68% de 60 a 69 afos, y € 3.42% de
80 afios 0 més. (Hopkinson, Doherty, & Powell, 1994).

De esta forma se demuestra que la enfermedad af ecta en mayor proporcion a mujeres en
edad fértil y esto podria deberse a laimplicacion de los factores hormonal es que muchos
estudios involucran como un factor predisponente a lupus. Actualmente contintan en
estudio los mecanismos por los cuaes las hormonas pueden crear la predisposicion ala

enfermedad o |a exacerbacion de lamisma

En cuanto a las caracteristicas clinicas que se manifestaron en la poblacién estudiada, se
decidié comparar |as manifestaciones clinicas presentes a momento del diagnéstico de la
enfermedad y las que fueron desarrollando |os paci entes como consecuencias de lamisma.
En este andlisis no se considerd establecer relaciones entre el tiempo transcurrido desde
el inicio de la enfermedad con la aparicion de una determinada manifestacion clinica. Se
evidenci6 que € dolor articular (72.5%), eritema malar (46.25%), ateraciones
hematol 6gicas (33.75%) y nefritis [Upica (33.75%) fueron las més frecuentes al inicio de
la enfermedad y se establecié también que como consecuencia del transcurso de la
enfermedad |a frecuencia de estas manifestaciones fue incrementando: el dolor articular
(80%), eritema malar (57.5%), ateraciones hematoldgicas (56.25%), nefritis [Upica
(47.5%) y ulceras orales 0 nasales (33.75%).

Hopkinson y colaboradores realizaron un estudio sobre laincidencia 'y prevalencia de las
manifestaciones clinicas de lupus en razas especificas como caucésicos y africanos y
encontraron que a inicio de la enfermedad las manifestaciones més frecuentes fueron
artritis (62.58%), fotosensibilidad (23.13%), ulceras orales o nasales (15.65%), eritema
malar (10.88%) y las manifestaciones acumuladas mas frecuentes. artritis (61.90%),
leucopenia (54.42%), fotosensibilidad (24.69%), ulceras orales 0 nasales (25.17%) y
leucopenia (19.73%). No estudiaron € compromiso rena. (Hopkinson, Doherty, &
Powell, 1994)

Otro estudio realizado Velasquez y colaboradores en poblacion colombiana, indica que

las caracteristicas clinicas més frecuentes a inicio de la enfermedad en un grupo de 34
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pacientes lUpicos fueron: compromiso hematolégico (79.4%), artritis (76.5%),
compromiso rena (58.8%) fotosensibilidad (47.1%), serositis (44.1%), ulceras orales o
nasales (44.1%) y eritema maar (20.6%). (Velasquez, Anaya, Rodrigues, Vargas, &
Ramirez, 2011).

En e presente estudio se demuestra que en nuestra poblacién € eritema malar se presenta
con una frecuencia de 57.5 % mucho mayor a lo reportado en la literatura y en cambio
otras manifestaciones que se reportan de forma frecuente en la bibliografia como la
fotosensibilidad y la serositis se encuentran con poca frecuencia en la poblacion estudiada
(30% y 22.5%).

Es evidente gque existe incremento de las complicaciones organicas son ocasionadas en
muchos casos por €l tiempo de duracion de la enfermedad, el esquema de tratamiento y €
apego a tratamiento por parte de los pacientes.

Una de las complicaciones més frecuentes de la enfermedad y de peor prondstico es la
nefritis lapica, en los Estados Unidos cerca del 35 % de los pacientes adultos con LES
tienen evidencia de dafio rena a momento de diagnostico, y se pronostica que €l 50% de
los casos desarrollaran algun tipo de dafio renal durante los primeros 10 afios de la
enfermedad. (Hahn, y otros, 2012)

La etapa experimental del estudio se inicié con la optimizacion del protocolo de PCR-
RFLP partiendo de la técnica y protocolo de termociclado propuesto por Imen Sfar y
colaboradores, desde el primer ensayo se obtuvo la banda esperada de 195 pb, y [lamé |la
atencion la presencia de una bandainespecificade 131 pb, por 1o gque en diferentes ensayos
se disminuy6 la concentracion de MgCl, de 1.5 mM a1 mM debido a que la concentracion
elevada de Mg®"* incrementa la probabilidad de unién no especifica a cebador y la
formacion de producto no deseado y en e protocolo de termociclado se increment6 la
temperatura de activacion de la Taq polimerasade 94 °C a95 °C y € tiempode5al0
minutos el objeto de este cambio fue € de reducir la probabilidad de amplificaciones
inespecificas; en € ciclo de amplificaciéon de realizd un aumento en la temperatura y €
tiempo de desnaturalizaciéon para para separar eficientemente e ADN; en la etapa de
amplificacion se incrementd el nUmero de ciclos porgue se disminuyo la concentracion de

los reactivos y e tiempo de extension final fue incrementado de 7 a 10 minutos para
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extender completamente el fragmento de interés (Tablas 5 y 6). Sin embargo, la
amplificacion de la banda inespecifica persistia en todas las muestras amplificadas.
Finalmente para cerciorarse de que no fueraun error en e disefio de primers serealizo un
andlisis de especificidad con las herramientas de la base de datos BLASTA obteniendo
una especificidad del 100% para el gen CTLA-4. Se procedio aredizar la restriccion de
fragmentos mediante digestion enzimética de los productos de PCR con la enzima Kpn |
observando que se presentaban fragmentos de 195y 172 pb y la bandainespecifica de 131

pb habia sido cortada por la enzima.

Estudios similares sobre € polimorfismo +49 (A/G) ded CTLA-4 que hicieron uso de
distintos primers también muestran |a presencia de la banda inespecifica. Horst Donner y
sus colaboradores a estudiar € polimorfismo +49 (A/G) en pacientes con enfermedad de
Graves y Diabetes Méllitus tipo | mediante un ensayo de PCR-FLP mostraron en sus
resultados una banda inespecifica indicando que es una amplificacion que esta presente
en todas las muestras analizadas y que era eliminada después de la digestion enzimatica
con Bbvl (Donner, y otros, 1997). Otro estudio de asociacion de los polimorfismo +49
(A/G) y 318 (CIT) con esclerosis sistémica en pacientes italianos reportaron la presencia
de bandas inespecificas en ambos polimorfismos. En € caso del polimorfismo +49 (A/G)
una banda no alelo especifica de 229 pb que para fines préacticos de ese estudio tomaron
como control de amplificacion y una banda de 296 pb en € caso del polimorfismo 318
(CIT) y tomaron en cuenta estas amplificaciones como control. Después de la digestion
enzimética obtuvieron solo las bandas de los tamafios esperados. (Babi, y otros, 2007).
Debido a los antecedentes acerca de la banda, para los fines de este estudio, esta fue

definida como control de amplificacion.

L os resultados de | as pruebas moleculares muestran que la frecuencia de los polimorfismo
genotipicos (A/A, AIG, G/G) en pacientes fue: 45.00%, 33.75%, 21.25% y en controles:
56.25%, 36.25%, 7.5% respectivamente. El genotipo G/G estuvo presente con mayor
frecuencia en el grupo de pacientes que en controles con un OR 3.33 (1.24-8.95) que
implica3 veces masriesgo adesarrollar laenfermedad. Y ladistribucion delas frecuencias
alélicas (A y G) en pacientes: 61.88% y 38.13% y en € grupo control: 74.38% y 25.63%,
siendo € alelo G deriesgoy € aelo A de proteccion.
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Resultados similares fueron expuestos por Ahmed y cols. (2009) en un estudio de
asociacion del polimorfismo +49 (A/G) con lupus en poblacion japonesa. Determinaron
que & genotipo G/G fue mas frecuente en pacientes (48.7%) que en e grupo control
(31.0%) con un OR 1.72 (1.20-2.40) siendo un genotipo de riesgo.

En contraposicion a los resultados obtenidos en el presente estudio Shoojay cols. (2004)
determinaron que en poblacion irani existe una correlacion importante entre el genotipo
AJIA (67.2% vs. 41.1%, p=0.0001, OR= 2.93, Cl= 1.99-4.32) y la susceptibilidad a
desarrollar lupus; en contraste e genotipo A/G (49.7% vs. 27.8%, p=0.0001, OR=0.39,
Cl-=0.26-0.57)) y G/G (9.2% vs. 5.0%, p=0.06, OR=0.51 (0.23-1.12) son més frecuentes
en el grupo control. (Shooja, y otros, 2104).

Ladistribucion genotipicay aéicadel polimorfismo +49 (A/G) del gen CTLA-4 variade
acuerdo a grupo poblaciona estudiado al igua que su asociacion o no con la
susceptibilidad a padecer lupus. El presente estudio realizado en poblacién mixta
bolivianay principal mente pacefia se encontro que el genotipo G/G se encuentra en mayor
frecuenciaen los pacientes LES que en € grupo de pacientes aparentemente sanos; por |o
tanto el alelo G representa un factor de riesgo a desarrollar lupus, en contraste el alelo A

especialmente en homocigosi s representa un factor de proteccion a LES.

En la actualidad se desconocen los mecanismos por los cuales e polimorfismo +49 (A/G)
altera la funcion inhibidora de la proteina CTLA-4. Sin embargo, la investigacion més
reciente a respecto fue realizada por Kouki y cols. (2015) en la que estudiaron in vitro
como afectael polimorfismo +49 (A/G) en lafuncion inhibitoriadel CTLA-4y surelacion
la patogénesis de la enfermedad de Grave's, en sus resultados afirman que la proliferacion
decélulas T delos sujetos con € polimorfismo G/G es mayor tanto en pacientes como en
el grupo control, y que e genotipo G/G tiene correlacion con la funcion reducida de la
proteina CTLA-4. (Kouiki, y otros, 2015). Lo que se podria traducir como: €
polimorfismo G/G en el codon 17 del gen que codificala proteina CTLA-4 disminuye la

eficienciaen la capacidad inhibitoriade la proteina CTLA-4.

Respecto a la asociacion entre € polimorfismo del gen estudiado y las manifestaciones
clinicas expresadas en los pacientes |Upicos se encontrd que € polimorfismo A/G es un

factor deriesgo parael desarrollo de alteraciones hematol 6gicas y nefritis|Upica, pero que
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se comporta también como un factor protector para € desarrollo de serositis,
fotosensibilidad y Ul ceras orales 0 nasales. Por otraparte €l polimorfismo A/A es un factor
de proteccion para €l desarrollo de alteraciones hematol 6gicas y nefritis lUpica, siendo a

su vez un factor de riesgo para el desarrollo de fotosensibilidad.

La asociacién de las manifestaciones clinicas con e polimorfismo alélico mostré que €
adelo G es un factor de riesgo para € desarrollo de alteraciones hematol dgicas, pero un
factor protector para fotosensibilidad, y e alelo A tuvo un papel protector para de
desarrollo de alteraciones hematol dgicas.

No se encontré en la bibliografia estudios que hayan relacionado €l polimorfismo +49
(A/G) con ninguna complicacion de la enfermedad por 1o que este seria el primer estudio
que andizo la asociacion del polimorfismo +49 (A/G) dd gen CTLA-4 con
manifestaciones clinicas de la enfermedad.

XI1l1. CONCLUSIONES

Los pacientes |Upicos estudiados al momento del diagndstico de la enfermedad refirieron
con mayor frecuencia dolor articular (72%), eritema malar (46%), nefritis lUpica y
dteraciones hematoldgicas. En e transcurso de la enfermedad presentaron las
manifestaciones antes mencionadas pero con un incremento en la frecuencia de las

mismas.

Se optimiz6 una prueba de PCR-RFLP paraidentificar e polimorfismo en la posicion +49
en el exon 1 del gen CTLA-4. Los cambios realizados en el protocolo permitieron obtener

fragmentos de 195 y 172 pb que corresponden alos adelos A y G respectivamente.

Se establecio que € genotipo G/G del gen CTLA-4 incrementa tres veces € riesgo de
padecer lupus. Y que € hecho de que e paciente porte en su genotipo el alelo G implica
que tenga dos veces més probabilidad de desarrollar lupus. Asi mismo se demostro que
el aeo A en e genotipo de los pacientes representa un factor protector hacia la
enfermedad

El andisis de larelacion entre e polimorfismo del gen CTLA-4 y la susceptibilidad alas

manifestaciones clinicas de lupus permitié demostrar que los pacientes lUpicos
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heterocigotos A/G tienen mayor riesgo de padecer nefropatia |Upica, serositis y
alteraciones hematolégicas y que € genotipo A/A predispone a la sensibilidad a la
radiacion solar. Por otra parte el genotipo A/A en pacientes |Upicos tiene un caracter
protector contra problemas hematolégicos y renales;, el genotipo A/G es de caracter
protector para el desarrollo de Ulceras y sensibilidad alaluz solar. Desde €l punto de vista
del polimorfismo aélico se observd que e aeo G representa un factor de riesgo para
alteraciones hematol 6gicas y como factor protector paralasensibilidad alaradiacion UV.
Finalmente el alelo A del gen CTLA-4 es un factor protector para manifestaciones

hematol 6gi cas.

X1V. RECOMENDACIONES

Al no existir un marcador serolégico de laboratorio que prediga el tipo de dafio organico
que desarrollara € paciente  producto del lupus eritematoso sistémico se inicio la
busqueda de marcadores genéticos que permitan predecir que Organo sera afectado en €l
lupus. El polimorfismo G/G en la posicion +49 del gen CTLA-4 es un factor de riesgo
para € desarrollo de lupus y algunas de sus complicaciones clinicas, se hace evidente
continuar el estudio paraincrementar el tamafio muestral y asociar el polimorfismo de este
gen con otros marcadores genéticos (HLA y otros) para incrementar €l poder predictivo
de estos marcadores en €l estudio de asociacion con laenfermedad y sus manifestaciones

clinicas.
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ANEXOS

Anexo 1

COMITE NACIONAL DE BI'OETICA COMISION
DE ETICA DE LA INVESTIGACION (CEI)

16.HOJA DE rOR.-'L-\.00i'i AL P-\.CIE.'iTI O PARTICIPA.ITE

Asociacion genética enrrelos pot!mvrfisrnosdd gu Fc-yRlii, CTLA-4y HLAG con
susceptibilidad geugticO a Lupus, eun la ejj pacida<! fagodtica y nivelesde complgos
inmunes circulantes.

Esnm<!cu S on::I\ au rntldico ha diagnusticldo Lupus Enremo.toso Ststeuuco. El Lup;s
e-, un: entennec:1U has 3m:c .:Jmphcada, €. causa ::Uu desconocida, € 90% do! los
=IClc:l.fess -:ou Inpe,s sOu mujeres pot lo que se asume que la ufemtt::dad est?.
;Jri:>bablenente relac:cn:: ca con bs hcnnunas jmeninas. pero t:unbién es posib le d <fec.to
protector de las hor:uonas milscallnas. Se s<lbe que entre los taclores que predtsponen a
desarTollar la enfermed;.jJ se ea:uentran c-<ponerse a sol. d uso de al'runos
rr;gjic Imentos. probk':J.JSc:lusJdos pcr un:: clase de virus, puede hnlxr una transj :sidn
peor he rn.;ia (coito sucede chi € coilr do los ojos o color de cabello). En este
proy:::ctOy a través ce examensdt: Jablrato; 0. deseamos estudiar en una muestra de su
sang:-c al ".!nos dem(.ntOs g:le n.s rerrnit:lr:. aclarar e ong:!n dd probl:!rr.a qut: usted ti rre

;.. Sihay un ;-actvr d< hren-;;ay - i es« condtciooanlterac.:ivnes ...omv Ja capacid td
de >u> células de depurar complejo:> inmunes o lo predispone a d3fio de algiin érgano en
e;p-'<.Ja. De sta :nanc::ra prcteo<.iemcs ayudal a su mg¢dico. a usted, a sus hijos a )tr>s
frun;liares. indic:'nJolelc ue  deb:.tl b2ctlr p2": evit:u complicaciones. [ st-! rip-d=
e;rué,os yase han hecho cl: otros paisesy en erson::sde dife renres razas, en L Paz, s=:-a
la pnmera vez quese hagan estos examenes.

S uSled a.:c::pta p::m:icipar en d estudio y su medico tratante esta de acuerdo.el peronal de

sabd de nuesu-o equip’) de bbor:uoriu, k hara Jgunas preguntassobre su stado de salid y
lo examuumi. Luego le k1Gmremcs una mnestr:dt: 9 rnL de saugj:e. Par'! ello utihzarencs

ulla j&inga y aguja nuevaspara redlizar la ptm.:ibn en s- brazv y obtener Ja muestra de
sa. gre que Sera tllalizada en nuestros laborzorios. Esta prueba puede causarle algunas

mol c:sticomo sentir un dolor muy pasajero en e momento de la punciéon . Algunas veces

puede presentarse nn pequefio moretén en el lugar del piri.;:hazo, s le sucediera a usted, por
fal-or comuniquese inmediatamente con nosotros para recibir instn.1<.:6ones o la indicacion

de aJgur; ;:ratamiento que nosotr)S le darema: sn cogo algunu . Usted podra recoger los
reaulbdos de su: exdmenes a los siete dias €;! haberle tomado la muesna de sangre. El
examen .:.Im;co y Ja toma de cme:.t'a tend-311 una duracion d.!' aprox imadamente |0
minutos. El sobrante de la sangre.gne usarejp:; p:lrahacer las pmebas de laboratorio. sera

concelado y eo funcidna los ouevos conocimientos sobre la et nnedad utilizaremos €l

sob;aute que se guardd denno de uucs me:;es 0 afios para hacer otros estudios
complement.ali<; sque nos puedan alldru-aten.:r un.> JnclOr informacion sobre-::\ lupus.

Beneficios y riesgos

Tiene: como beneficio dceterml:1ilr la robabilidad geoética de enfermar con lupus o de sufrir
suscomplicacioues. Losesiudiosa ser fectldtldos uo tendran. ni.ngln riesgo para usted. -



COMITENACIONAL DE BIOETICA
COMISION DEETICA DE LA INVESTIGACION

(CEI)

17 CONSENTIMIENTO INFORMADO

). Ud:czfi inili b s bjttvil
de Investigacion «Asociacion genéticaentre los polimorfismos del gen Fc- 111, C'LA-
4 HLAG con susceptibilidad genética a Lupus, con la capacidad fagocitdcaY nj, Ics
de complegjos inmunes circulantes », que tiene como fin enconrrar marcad?regeneucos
Eﬁe lupus 0 la asociacion de estos cosus manif stacioneclin cas. EstO pentJ rc.o m 1
P.nfermedad enfermedad, prevenu las posi-tes CCltnplJCac;ones :: e nc>g* .am.h..1r v
| de arrollar LES.
Ht -sido informado de los posibles riesgos de i;,toma o exmaccion de sangre. as m-smo que
Se roe hardn conocer los resultados de las pmebas reabzadas con mi muestra sal guinea Y
lo. del estudio en general. .
He sido también informado de que ;lis daws ptlrsonaes serdn manejados
confidencialmente y estardan protegidos seglr. las norlnas " gentes de Bioérica Clue mi
participacion en e proyecto es VOLFNTARI-\ y que en cualquler momemu, puedO reurar
mi consentimiento :1 scg utr partictpando de! nnsrnO. sln que ma ti:ltamH:nlo mcdl O
posterior se vea afectado. :

Por lo tanto, OTORGO mi CONSENTIMIEA7TO a panicipar en esre proyetc.

NOMBRES Y APELLIDOS... ... ... oo e e

Cl ...
DJRECCION: .......... e

FECI-LA. o

NGMBRE DEL RESPO\TSABLE DE L.. OBTENCJO.\' DE. Csl..,jSE!<:n-!IESTO

FORMADO: ... i,

Fecha.



Anexo 2

SELADIS FORMULARIO DE HISTORIA PACIENTES
CLINICA LES

B . DATOS PERSONALES

Apellidos Y Nombres:

Edad actual__ Genero:M F
Fechade Nadmiento__ i / Lugar ae Nac Residencia: — — — — — —
Ocupacion: Estado civil Raza:— — — — — — —
Direccion Actual Tell: Celular — — — — — —Dom
2. DATOS CRONOLOGICOS
Edad de aparicion del primersintoma ___ Edadde Dxde LES____ Duracién de LES -——-—

3. ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS
Fuma: Alcohol

Anticonceptivos:
Gesta: Para:

Nunca__ Enalgin momento Enla actualidad
Nunca__ En algin momento En la actualidad

Nunca__Enalgin momento Enla actualidad
Ab :

4. ANTECEDENTES FAMILIARES

Familiar con LES Familiar con otra patologia
5. MANIFESTACIONES AL INICIO DE LA ENFERMEDAD

Erupctén Malar Fotosensiblidad
Alteracién hematica

Ulceras orales Artritis Serositis

Afectacion renal
Alteracion neurai Otros —

6. MANIFESTACIONES ACUMULADAS DE LA ENFERMEDAD

Erupcién Malar Fotosensibilidad
Alteracion hematica

Ulceras orales Artritis Serositis Afectacion renal
Alteracion neurai Otros —

7. MANIFESTACIONES EN LOS ULTIMOS 10 OIAS

Erupcion Malar Fotosensibilidad Ulceras orales Artritis Serositis Afectacion renal
Alteracion hematica Alteracion neurai otros —— — — — — — — _ —— = = ——
8. LABORATORIOS INICIALES
0s-DNA — — — —— AN A —————— anti-Sm Anticardiolipipas — — — — — —
Otros
9. TRATAMIENTO ATUAL
10. PATOIOGIAS ASOCIADAS
nroidopatia autoinmune Ulcera Duodenal___ Hepatopatia _ EPOC Diabetes Dislipidemia

HAS__ Sd Sjogren Sd. Antifosfolipidico EMTC_ ~ Otros-—

Medicotratante: — ---—-———-—-———--— — — — — — —Esrecialidad: — —
Observaciones: ., — —— — —— —— — — —— — — — —



Anexo 3

SELADIS FORMULARIO DE CONTROLES
HISTORIA CLINICA LES

CODIGO ——— , ————— —

FECHA : 1
1 DATOS PERSONALES
Apellidos y Nombres: — — — — — — — — — — — — — — — — — — Edad actual: ___ Genero:M F
Fecha de Nacimiento___ Lugar de N&c: Residencia: — — — — — —
Ocupacion, —— — — — — — — Estado civil: Raza:
Direccién Actual Telf.: Celuar —— — — — Dori._

2. ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGCOS

Fuma: Nunca ___ Enalgin momento Enla actualidad
Alcohdl : Nunca____ Enalgin momento Enlaactualidad __
Anti Nunca__Enalgin momento Enla actuaidad
conceptivos: Nunca____ Enalgin momento Enlaactualidad _____
Drogas:

Gesta,.. Para: Ab:

3. ANTECEDENTES FAMILIARES

Familiar con LES Familiar con otra patologg —m— — — — — — — — — — — — — — — — — — —

4. TRATAMIENTOATUAL

5. PATOLOGIA ACTUAL

SI_NO Cual m— — — — — — — —

Observacionesz — — — — — — — — — — — — — — — — — — — —



Anexo 4
Gréfico de la distribucién de la edad en pacientes lUpicos de sexo masculino. El

33.33% se encuentradentro del rango de 31 a 40 afios, 33.33% 61 afios 0 més, 16.67%
de 21 a30 afios y 16.67% de 51 a 60 afios

= 11 -20 afios
m 21-30 afios
™ 31-40 afios

41-50 afos
H 51-60 afos
B 61+ afios

Anexo 5
Gréfico de la distribucion del sexo en e grupo control. El 78,75% son mujeres y el

21,25% varones.

21,25%

B Femenino

B Masculino



Anexo 6

Gréfico de ladistribucion de laedad en e sexo masculino del grupo control. El 41,18%
se encuentra dentro del rango de edad de 21-30 afios, 23.53% de 41-50 afios, 17.65% de
31-40 afios, 11.76% 51-60 afos y € 5.8% de 11-20 afios.

M 11 -20 afios
m 21-30 afios
™ 31-40 aios

41-50 anos
B 51-60 afios
M 61+ afios

17,65%
Anexo 7
Protocolo de digestion enzimética
Recommended Protocol for Digestion
e Add:
nuclease-free water 16 L
10 Buffer Kpnl 2L
DMA (0.5-1 pa/ul) 1L
Kpnl 0.5-2 pL**=*

» Mix gently and spin down for a few seconds.
» |ncubate at 37°C for 1-16 hours™*,
The digestion reaction may be scaled either up or down.

Recommended Protocol for Digestion of PCR Products
Directly after Ampiification
s Add;
PCR reaction mixture 10 pL {~0.1-0.5 pg of DNAY)
nuclease-free water 18 L
10X Buffer Kpnl 2L
Kpni 1-2 uL***
» Mix gently and spin down for a few seconds.
o [ncubate at 37°C for 1-16 hours™*,

*  This volume of the enzyme is recommeended for prenarations of
standard concentrations. (10 LéuL), whereas HC enzymes (50 LWL)
should be diluted with Dilution Buffer 1o obtain 10 WL concantration.

**  SeeOverdigestion Assay.




Célculos parala preparacion del Mix PCR

Hidratacion de primers

Dilucién deprimers

dNTPs25 mM a5 mM

MgCl2




Asociacion de pacientes [Upicos “ASBOL UP”




