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RESUMEN

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad inflamatoria del tejido conectivo
de etiologia desconocida, con presentacion clinica diversa por su caracter sistémico. Se
caracteriza por sus periodos clinicos de remision y brote de la enfermedad, que pueden

conducir al desarrollo de dafio acumulado sobre uno 0 mas 6rganos o sistema.

Se han descrito varios factores predisponentes a la enfermedad, entre ellos los genéticos.
Uno de los factores genéticos descrito como factor de riesgo a la enfermedad es el
polimorfismo de Insercién/Delecion (Ins/Del) una secuencia de 14 pb localizado en la
region no traducida 3° (3> UTR) del gen HLA-G, mismo que en diferentes estudios
poblacionales, ya sea homocigosis o heterocigosis ha sido asociado como factor de riesgo

para el desarrollo de LES.

Por lo tanto, el presente estudio evalud la posible asociacion entre el polimorfismo
genético de la proteina sHLA-G, con la susceptibilidad a Lupus Eritematoso Sistémico y
sus manifestaciones clinicas en pacientes ltpicos atendidos en el Instituto SELADIS entre
las gestiones 2014 al 2016.

Se incluy6 a 232 pacientes, distribuidos en 120 pacientes lUpicos y 112 pacientes control.
Se obtuvo el material genético a partir de sangre periférica para luego realizar la
genotipificacion del polimorfismo (Ins/Del) de 14 pb presente en la region 3 UTR del

gen HLA-G mediante la reaccion en cadena de la polimerasa.

Mediante un estudio caso-control se determind las frecuencias alélicas y genotipicas del
gen en evaluacion, se empled una prueba molecular optimizada en el laboratorio de
Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS, a partir del polimorfismo
encontrado en cada sujeto de analisis, se establecid si estos eran factores de riesgo o

proteccion a la enfermedad.



Mediante los métodos estadisticos Odds Ratio (OR) y Chi cuadrado (X?) y valor p
(<0.05), a un nivel de significancia del 5 %, se establecio la significancia de los datos

encontrados.

Se observo que los pacientes lUpicos tienen mayor frecuencia de expresion del genotipo
Ins/Del (OR=1.72, p<0.05); mientras que, la presencia del genotipo homocigoto Ins/Ins
es mas frecuente en el grupo control (OR=0.29, p<0.001), mostrandose el primer genotipo

un factor de riesgo y el segundo, un factor de proteccion a padecer LES respectivamente.

Con respecto al andlisis de asociacion entre las frecuencias alélicas y genotipicas del
polimorfismo del HLA-G con las manifestaciones clinicas, se observé que el
polimorfismo Ins/Del (OR=8.64; p=0.001), es factor de riesgo para el desarrollo de las
manifestaciones dermatoldgicas, y que los genotipos Del/Del e Ins/Ins son factores de
proteccion para los pacientes IUpicos con valores de OR de 0.25 y 0.30 respectivamente.

Las manifestaciones hematoldgicas presentan el polimorfismo Del/Del (OR=2.75,
p=0.0140) como un factor de riesgo y el polimorfismo Del/Ins (OR=0.43, p=0.0364)

como un factor de proteccién.

Los resultados del presente estudio permiten concluir que el genotipo Ins/Del y el alelo
delecidn son factores de riesgo a padecer la enfermedad; y los genotipos que representan
riesgo con las manifestaciones clinicas de la enfermedad son: Ins/Del para
manifestaciones dermatoldgicas y Del/Del para las manifestaciones hematoldgicas.

PALABRAS CLAVE: Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH), Antigeno
Leucocitario Humano (HLA), Lupus Eritematoso Sistémico (LES), HLA-G, asociacion

genetica



SUMMARY

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an inflammatory disease of the connective tissue
of unknown etiology, with diverse clinical presentation due to its systemic character. It is
characterized by its clinical periods of remission and outbreak, which can lead to the

development of cumulative damage to one or more organs or system.

Several predisposing factors to the disease have been described, among them the genetic
ones. One genetic factor described as risk factor for the disease is the insertion/deletion
polymorphism (Ins / Del) of a 14 pb sequence located in the 3 ‘untranslated region (3'
UTR) of the HLA-G gene, that in different population studies, either homozygosis or
heterozygosis has been associated as a risk factor for the development of SLE.

Therefore, the present study evaluated the possible association between the genetic
polymorphism of the sHLA-G protein, with the susceptibility to systemic lupus
erythematosus and its clinical manifestations in lupus patients who attended at the
SELADIS Institute between 2014 and 2106.

232 patients were included, distributed in 120 lupus patients and 112 patient control. The
genetic material was obtained from peripheral blood, the genotyping of the polymorphism
(Ins / Del) of 14 pb present in the 3 'UTR region of the HLA-G gene was performed by

polymerase chain reaction.

Through a case-control study, the allelic and genotypic frequencies of the gene under
evaluation were determined, an optimized molecular test in the SELADIS Institute was
use. Based on the polymorphism found for each patient, we evaluate if they were eigther

a risk factors or protection to the disease.

Using the statistical methods Odds Ratio (OR), Chi squared (X2) and p value (<0.05), a

level of significance of 5% for the data found was established.



It was observed that lupus patients have a higher frequency of expression of the Ins / Del
genotype (OR = 1.72, p <0.05); whereas, the presence of the homozygous Ins / Ins
genotype were more frequent in the control group (OR = 0.29, p <0.001), showing the

first genotype a risk factor and the second, a protection factor for LES respectively.

Regarding to the association analysis between the allelic and genotypic frequencies of the
HLA-G polymorphism with clinical manifestations, its has been stablished that the Ins /
Del polymorphism (OR = 8.64, p = 0.001), is a risk factor for the development of the
dermatological manifestations, and the Del / Del and Ins / Ins genotypes are protection

factors for lupus, with OR values of 0.25 and 0.30 respectively.

The hematological manifestations showed the Del / Del polymorphism (OR = 2.75, p =
0.014) as a risk factor and the Del / Ins polymorphism (OR = 0.43, p = 0.0364) as a

protection factor.

The results of this study allow us to conclude that the Ins / Del genotype and the deletion
allele are risk factors for the disease; and the genotypes Ins / Del and Del / Del represent
a risk to dermatological and hematological clinical manifestations.

KEYWORDS: Principal Histocompatibility Complex (PHC), Human Leukocyte
Antigen (HLA), Systemic Lupus Erythematosus (SLE), HLA-G, genetic association.



l. INTRODUCCION

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es considerado una enfermedad multisistémica,
ya que puede afectar a diversos érganos como rifiones, corazén, pulmones, piel, llegando

a afectar incluso al sistema nervioso, hematolégico (Enriquez-Mejia, 2013)

El LES es una enfermedad que afecta con una frecuencia nueve veces mayor a mujeres que
a hombres, sobre todo a mujeres en edad fértil. Partiendo desde el punto de vista, el 90%
de los pacientes con lupus son mujeres. Se atribuye a las hormonas femeninas un papel
preponderante en el desarrollo de la enfermedad, en consecuencia, las hormonas

masculinas y el cromosoma Y proveen un efecto protector.

Los factores genéticos son de suma importancia para determinar la susceptibilidad al LES
y la complejidad de las manifestaciones clinicas con las que se presenta. Un gran niUmero
de genes han sido ampliamente estudiados, y se han identificado varios genes como
factores predisponentes de la enfermedad, entre los cuales los genes del complejo mayor
de Histocompatibilidad (CMH) representan los loci gendmicos mas fuertemente
asociados al riesgo de padecer LES. Dentro de la regién del CMH, los genes que codifican
el antigeno leucocitario humano (HLA), tienen importantes funciones en la regulacion
del sistema inmune (SI) y han sido asociados con el desarrollo del LES. (Gémez-Puerta,
2008)

Uno de los loci que se codifica en el sistema genético HLA es el antigeno leucocitario
humano G (HLA-G), esta molécula se caracteriza por la expresion restringida en células
nucleadas y por tener polimorfismo genético limitado (50 variantes alélicas) con relacion
a otras moléculas HLA. (Nolan. Anthony Research Institute, 2015).

El HLA-G desempefia un papel importante en la inmunosupresion, realizando esta accion
a través de diferentes mecanismos: inhibicion de la actividad citotoxica de linfocitos T
citotoxicos (CTL) y células natural killer (NK). En las enfermedades inflamatorias, se ha

postulado que la expresion de HLA-G puede ser un posible mecanismo de proteccién de

1



los tejidos contra respuesta inflamatoria. (Costa-Reis & Sullivan, 2013)

En la region no traducida 3° (3 UTR) del gen HLA-G, existe un polimorfismo de
insercion/delecion (I/D) de 14 pb que ha demostrado influir en la estabilidad del ARN
mensajero (MARN) de la molécula HLA-G (Goémez-Puerta, 2008). La influencia de este
polimorfismo en la secuencia de nucledtidos del mMARN hace que exista una menor
produccion de HLA-G, lo que provoca que el sistema inmunitario no sea eficientemente
regulado, favoreciendo indirectamente el desarrollo y progresion de enfermedades
autoinmunes como LES. Este motivo el desarrollo de diversas investigaciones que han
reportado que el polimorfismo en el fragmento de 14 pb en el gen HLA-G esta asociado

con riesgo de padecer LES.

Bajo el antecedente que los polimorfismos genéticos varian de un grupo poblacional a
otro, motiva a que en el presente trabajo se pretenda determinar las frecuencias genotipicas
y alélicas del gen HLA-G, para asi poder relacionarlo o no con la susceptibilidad a padecer
LES o alguna de las manifestaciones clinicas particulares de la enfermedad. De esta
manera se pretende ayudar con un nuevo marcador genético como un aporte destinado a
coadyuvar en el diagnoéstico de la enfermedad en aquellos casos en los que la clinica 'y la
serologia no son suficientes. Por otra parte, contribuye con un marcador genético
predictor de las complicaciones clinicas que puede desarrollar a mediano o largo plazo el

paciente lapico.



1. ANTECEDENTES

El factor genético en la patogénesis del LES es apoyado fuertemente por estudios en
humanos y animales en los que se desarrolla espontdneamente la enfermedad. La
busqueda de genes que predisponen a una persona a desarrollar LES se ha hecho a través
de los estudios de asociacion de genes candidatos y el analisis de la frecuencia alélica de
los loci HLA y otros genes no HLA, que han tenido un éxito mensurable en las ultimas
décadas. (Aifen & Wei-Hua, 2015)

Hoy por hoy se vienen realizando un gran nimero de estudios genéticos que apuntan
hacia el polimorfismo que existe en la molécula HLA-G, en los cuales se puede apreciar

una discrepancia de resultados de asociacidn genética que existe con respecto a LES.

Un estudio realizado en China muestra evidencias de la delecion de 14 pb en la molécula
HLA-G, tiene una gran implicancia en las enfermedades inflamatorias como es el Lupus
Eritematoso Sistémico y la Artritis Reumatoide, se postula que el INF-, induce la
expresion de HLA-G en la superficie celular y sobreregula los transcritos de mARN

correspondientes a las diferentes isoformas de HLA-G. (Chen, Moreau, & Donadi, 2015)

Veit y colaboradores realizaron un estudio en poblacion brasilera en el cual evidenciaron
que los pacientes heterocigotos (Ins/Del) tienen menor actividad de la enfermedad a
diferencia de los pacientes homocigotos para el alelo delecion (Del/Del). Ademas,
determinaron que los pacientes que portan el genotipo Ins/Del tienen un mayor riesgo a la
fotosensibilidad. (\Veit, TD; Cordero, EA; Monticielo, OA. 2009).

En el afio 2009 Wu y colaboradores en poblacion china demostraron que no existia
diferencia significativa en el polimorfismo Ins/Del del fragmento de 14 pb del gen HLA-G
entre pacientes lupicos y el grupo control. Demostraron por otra parte, que los pacientes
lUpicos que mostraban afectacién neuroldgica presentaban niveles elevados de HLA-G.
(Wu, FX; Wu, LJ; Luo, XY; Tang, Z; Yang, MH; Xie, CM; Liu, NT; Zhou, JG; Guan,
JL; Yuan, GH, 2009).



Un estudio en poblacion brasilera, indica que en la region no traducida (3" UTR) del gen
HLA-G, el sitio polimorfico (14-bp Ins/Del), se asocid con la proteccion al desarrollo de
LES (Lucena-Silva, y otros, 2013).

Existen pocos estudios sobre el impacto de los polimorfismos de los genes HLA de clase
| en pacientes latinoamericanos con Lupus Eritematoso Sistémico y en particular en
poblacién boliviana no existe datos publicados sobre este aspecto. Por lo tanto, es
necesario desarrollar estudios que nos brinden informacion acerca del impacto de estos
polimorfismos en la susceptibilidad a LES o a sus manifestaciones clinicas en pacientes

bolivianos.



1. JUSTIFICACION.

Los marcadores serolégicos que actualmente se estan empleando para el diagnostico de
lupus no son lo suficientemente especificos y sensibles para hacer un diagndstico precoz
u oportuno de la enfermedad, es asi que en la mayoria de los casos la enfermedad es

diagnosticada cuando el paciente ya ha hecho afectacion de algun 6rgano o sistema.

Los aspectos antes mencionados, han motivado a los especialistas del area a buscar
marcadores genéticos que permitan primero, identificar a las personas en riesgo de
contraer la enfermedad o a los familiares de los pacientes lUpicos que al portar un gen de

riesgo tengan una alta probabilidad de contraer laenfermedad.

Otro interés es que los marcadores genéticos en el caso del LES permitan predecir que
6rgano(s) pueden ser afectados por la enfermedad, permitiéndose de esta manera el empleo
de medicina preventiva o medicina personalizada para cada paciente en funcion al alelo

0 alelos de riesgo que porte.

Uno de los muchos genes estudiados e identificados como candidato de riesgo a LES es
el gen HLA-G y sus polimorfismos (Ins/Del, Del/Del e Ins/Ins). En estudios realizados en
Europa, Asia, Africa y Brasil, se demuestra la existencia de asociacion entre el
polimorfismo genético del gen HLA-G, con el LES y a algunas de sus manifestaciones

clinicas.

En nuestro pais no se ha realizado un estudio similar para evaluar el potencial que tiene
este gen en la prediccion del riesgo de la enfermedad o en la prediccion de las
consecuencias organicas que la enfermedad puede producir en los pacientes bolivianos.
Si los resultados del estudio corroboran la existencia de asociaciones positivas entre el
polimorfismo genético y el riesgo a la enfermedad y/o a sus manifestaciones clinicas,
permitird que los médicos especialistas puedan realizar un diagndstico mas temprano y
certero de la enfermedad, que tengan un mejor conocimiento de la progresion de la
enfermedad, asi como evaluar e implementar nuevas estrategias terapéuticas especificas

para cada paciente que le permitan a este sobrellevar de mejor manera la enfermedad.



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El lupus eritematoso sistémico al ser una enfermedad autoinmune crénica de orden
invalidante implica un serio problema socioeconémico para el paciente y para su entorno

familiar y para la seguridad social.

La experiencia en presentacion de servicios del laboratorio de Histocompatibilidad e
Inmunogenética del Instituto SELADIS ha permitido establecer que la mayoria de los
pacientes lUpicos no cuentan con un seguro médico que coadyuve con los gastos que se
deben efectuar para realizar las pruebas de laboratorio de control y menos ain para pagar
el alto costo del tratamiento. EI hecho de no poder cumplir un régimen terapéutico
adecuado implica para este grupo de pacientes desarrollar nefropatia lUpica o padecer
afecciones en el sistema nervioso central, entre otras, entidades que requieren
tratamientos mas costosos. Estos aspectos en general condicionan a este grupo de

pacientes a sucumbir ante las complicaciones de laenfermedad.

La medicina preventiva y la medicina personalizada son estrategias médicas que estan en
proceso de desarrollo e implementacion con el fin de conocer las caracteristicas clinicas
de cada persona que padece de alguna enfermedad. Estas nuevas estrategias clinicas
permiten que pacientes reciban intervenciones oportunas para retardar en desarrollo de la
enfermedad o para controlar terapéuticamente las consecuencias propias de la enfermedad
mediante la administracion de la terapia especifica que requiere el paciente en funcién a

sus caracteristicas clinicas y geneticas.

Dado el impacto socio econdmico que tiene esta enfermedad y con la responsabilidad de
contribuir en el campo de la medicina preventiva y personalizada, el presente trabajo se
plantea la siguiente pregunta de investigacion.

¢En qué medida el polimorfismo Ins/Del existente en el exén 8 de la molécula HLA-
G esta asociado al Lupus Eritematoso Sistémico o a las manifestaciones clinicas en

la poblacidn de pacientes lupicos bolivianos?



V. MARCO TEORICO

1. GENERALIDADES

El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmune, inflamatoria de etiologia
desconocida en la que los dérganos, tejidos y células se dafian por la adherencia de
complejos inmunitarios y diversos autoanticuerpos dirigidos contra un amplio espectro
de antigenos nucleares, dando lugar a maltiples manifestaciones clinicas y compromiso

organico caracteristicos de la enfermedad.

Al ser, una enfermedad de etiologia desconocida, se conoce que diferentes factores estan
asociados a dicha enfermedad, como ser: factores genéticos, hormonales y ambientales,
quimicos y bioldgicos que interaccionan de una forma compleja en su clinica, dando
como resultado una pérdida de la tolerancia del organismo a sus propios constituyentes,
la produccién de autoanticuerpos, la formacion de complejos inmunes y dafio tisular.
(Salud, 2005) Con frecuencia se detectan factores desencadenantes, como la exposicion

a la luz ultravioleta, las situaciones de estrés, infecciones o ciertos farmacos.

Afecta predominantemente a mujeres en edad fértil, con una relacion mujer/hombre de
9/1. Es habitual su inicio entre la segunda y cuarta décadas de la vida, aunque se puede
presentar a cualquier edad. Aparece en todas las razas, si bien la enfermedad parece ser

mas severa en la raza negra, y en personas de origen hispano. (Enriquez-Mejia, 2013)

2. HISTORIA

El LES es conocido desde hace més de cinco siglos, pero su denominacion ha sufrido
diversas variaciones a lo largo de los afos debido al mejor conocimiento e
individualizacion de la enfermedad. En las primeras descripciones de los siglos XV y
XVl se utilizaba el término “lupus” (lesion parecida a la mordedura de lobo) para referirse

a unas ulceraciones faciales que se extendian de forma progresiva y destructiva. (Blotzer,



1983).

En el afio 1833, Biett individualizd estas lesiones cutdneas de otras parecidas (lupus
tuberculoso) e introdujo el término “eritema centrifugo”, que corresponde a la forma
discoide de la enfermedad. Veinte afios después adoptaron por primera vez la
denominacion “lupus eritematoso™ y se sefialo el predominio de la enfermedad en el sexo
femenino, asi como la afeccion articular. Posteriormente, Kaposi en 1872 describi6 las
lesiones faciales “en vespertilio” (murciélago), caracteristicas de la enfermedad, asi como
la posibilidad de afectacion sistémica grave. (Gomez-Puerta, 2008).

Desde el punto de vista clinico, en 1948, fueron descritas las células LE en pacientes con
LES. En 1957, George Friou identificd los anticuerpos anti nucleares y Deicher, Colman
y Kunkel describieron los anticuerpos anti-ADN, con lo que se valid6 y estandariz6
nuevas técnicas para la determinacion de dichos autoanticuerpos en pacientes lupicos.
(GOomez-Puerta, 2008)

Tabla N° 1 . Antecedentes histdricos sobre la descripcion del Lupus Eritematoso

Sistémico
Epoca histérica Aportes
1846 Von Hebra Introdujo la metafora “mariposa” para describir el Rash malar. El cual
hizo la primera publicacién ilustrada de Lupus Eritematoso sistémico con
el “Atlas de enfermedades de la piel”
Kaposi (1837- 1902) Reconocen la naturaleza sistémica de la enfermedad.

Osler y Jadassohn

1909 Reinhart and Hauck Falso positivo para serologia para sifilis
1923 Libman and Sacks Lesiones tipicas de endocarditis en LES
1935 Baehr Cambios glomerulares tipicos

1941 Klemperer y Baehr Enfermedad difusa de tejido conectivo

1948 Hargraves, Richmond y Morton |Descubrimiento de células LE




3. EPIDEMIOLOGIA
Las manifestaciones clinicas del LES, su curso y pronostico son enormemente
heterogéneos, los estudios de incidencia y prevalencia son dificultosos, se hacen
necesarios estudios multicéntricos observacionales, con alto grado de estandarizacion y
suficiente nimero de pacientes, para poder avanzar en el conocimiento de esta compleja
enfermedad. Los registros de los centros de salud permiten alcanzar tamafios muéstrales
grandes, reclutar pacientes no seleccionados, en condiciones de préctica clinica «real», y
Ilevar a cabo seguimientos mas prolongados que los ensayos clinicos. Esto posibilita una
mejor valoracion de desenlaces como el dafio, la comorbilidad y la mortalidad, asi como
el andlisis comparativo de subgrupos de pacientes. No es de extrafiar, por tanto, que los
registros multicéntricos de pacientes con LES y sus cohortes derivadas se hayan
convertido en una herramienta fundamental en la investigacion clinica sobre la

enfermedad. (Ifiigo Rua-Figueroa, 2014)

Los estudios epidemioldgicos del LES muestran una considerable variabilidad, debido a
la heterogeneidad de la enfermedad, las caracteristicas de cada comunidad, factores
geogréficos o ambientales y los periodos de estudio. Existen diferencias entre paises, e
incluso entre areas geografias de un mismo pais. Otro factor es la diferencia metodoldgica
entre estudios, en cuanto a las formas de deteccion y clasificacion de los pacientes.
(Manzi, 2001)

a. NIVEL MUNDIAL:
La frecuencia del LES est4 en aumento, fundamentalmente porque se detectan cada vez
mas casos de la enfermedad. Las tasas de incidencia y prevalencia difieren dependiendo
de la raza y el pais o area geografica en cual se realiza el estudio. La prevalencia en la
poblacion general, en dependencia de la zona, se encuentra entre 4 y 250 casos por cada
100. 000 habitantes: en Norteamérica, Asia y en el Norte de Europa afecta a 40 de cada
100. 000 habitantes, con una mayor incidencia entre la poblacion hispana y

afroamericana. (Bermddez Marrero, Vizcaino Luna, 2017)



En los Estados Unidos, estudios epidemioldgicos reportaron que una de cada 4.000
personas padece la enfermedad y que las mujeres la padecen de 5 a 15 veces mas a
menudo que los hombres. El estudio EPISER (Estudio de Prevalencia de enfermedades
reumaticas en la poblacion espafiola). evidencio una prevalencia de 9 casos por 100.000
habitantes. Otro estudio realizado en Espafia, realizado con un tamafio muestral de 154
pacientes, mostro que el 54% tenian antecedentes patoldgicos familiares de LES o de
alguna enfermedad del colageno; al analizar el riesgo y considerar el nimero de familiares
de primer grado con enfermedades autoinmunes el riesgo de padecer LES entre los afios
2000 y 2016 aumento en un 5% proporcionalmente (Bermudez Marrero, Vizcaino Luna,
2017)

En el afio 2013 se estimaba que existian 5 millones de personas que padecian LES en todo
el mundo, en Espafia para el afio 2013 se reportd que lo sufren 20.000 mil personas, y se
menciond que esa cantidad solo seria una estimacion, ya que se sospechaba que existan

muchos mas afectados y atn no detectados. (Boletin epidemiolégico, 2013)

En México informes sobre su prevalencia citan cifras de 88 por 100.000 en mujeres de
15 a 65 afios de edad, tanto en la poblacion blanca como en la poblacion negra. (Bermudez
Marrero, Vizcaino Luna, 2017)

De la poblacién de nifios con enfermedades reumaticas, el 2% padece LES. Hay pocos
datos epidemioldgicos fidedignos. La incidencia oscila entre 0,4 y 9,0 por 100.000 nifios.
Se presenta mas en la raza negra, asiatica e hindu que en la caucasica. En los menores de
cuatro afios la relacion femenino-masculina es de 2 a 1, aumenta en la pubertad hasta 3 a
1odeb5,5al. (Marrero, 2017)

Un 15-20% de casos de LES son diagnosticados en la infancia o la adolescencia. Este
grupo suele denominarse LES dé inicio infantil o juvenil, con un limite superior de edad
en torno a los 18 afios (rango 14 — 20 afios) (Pons-Estel, y otros, 2015). Su incidencia se
situa entre los 2 y mas de 20/100000 habitantes/afio en poblacion brasilefia. (Mina R,
2013).
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b. ANIVEL LATINOAMERICANO:

La sociedad Chilena de Reumatologia (SOCHIRE) cifraba hasta el afio 2013 una
prevalencia de 70 a 91 casos por cada 100.000 habitantes, y en cuanto a la incidencia
se podria estimar en unos 700 nuevos casos por afio que corresponde a una cifra de 4 en

cada 100.000 personas asemejandolo al nivel de Puerto Rico. (Iturrieta, 2013)

La revista Lupus publicé en el afio 2012 una revision sobre la incidencia del lupus
realizada por el Grupo Latinoamericano de Estudio del Lupus (GLADEL), este estudio
de cohorte tuvo como fin obtener datos realistas de los pacientes con LES en América
Latina, para una mejor comprension de los nuevos casos Yy los datos estadisticos del lupus
en esta regién multiétnica. Para tal fin, GLADEL reclutd un total de 1.480 pacientes con
LES de distintas etnias (afro-latinoamericanos, mestizos, caucésicos, entre otros) de
treinta y cuatro centros de salud de nueve paises de América Latina: Argentina, Brasil,
Colombia, Cuba, Chile, Guatemala, México, Perl y Venezuela. La mayoria de los
pacientes incluidos, unos 645 (43,6%) eran mestizos (personas de Europa y Amerindios),
y 606 eran de raza caucésica (40,9 %); y unos 174 eran afro-latinoamericanos (ALA) (11,8
%) (Red informativa de medicina avanzada (RIMA), 2012).

De acuerdo con estos investigadores, la actividad de la enfermedad fue mayor en el grupo
afro-latinoamericano y menor con los caucasicos comparado con los mestizos. Ademas
de que el bajo nivel de educacién y la falta de cobertura de salud fueron algunos predictores
de laactividad de laenfermedad. Asimismo, se encontr6 que los pacientes mestizosy ALA
tienen una mayor incidencia de linfopenia, mientras que los pacientes mestizos son mas
propensos a sufrir dafio renal en comparacion con los caucéasicos. (Red informativa de
medicina avanzada (RIMA), 2012)

c. ANIVEL NACIONAL:

En Bolivia, el Ministerio de Salud no cuenta con datos estadisticos oficiales acerca de la

prevalencia o incidencia de la enfermedad. Datos extra oficiales como los reportados por
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el Laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS-
FCFB-UMSA, reportan que en el departamento de La Paz se confirman un promedio
anual de 130 nuevos casos de lupus, donde el 90% de enfermos son mujeres en edad fértil
(Pérez, 2014).

Un estudio realizado en el Hospital del Nifio en la ciudad de La Paz indica que la
prevalencia de LES es de 5 a 10 por 100.000 nifios, estimandose que del 15 a 17% de los
casos se presentan antes de los 16 afios, es también menos comun en nifios de 10 afios y

raro en niflos menores de 5 afos, el sexo femenino es el mas afectado en una taza de 10:1.

El lupus es mas severo en los nifios que en los adultos, donde la enfermedad renal afecta
entre el 50 al 90% de nifios, por lo cual, la mortalidad es mayor. Actualmente, con
tratamientos agresivos en pacientes con compromiso renal la sobrevida a 10 afios puede
alcanzar hasta el 85% y en pacientes sin compromiso renal hasta el 100%. Las causas de
muerte de los nifios con LES generalmente son el resultado de infecciones, nefritis,
insuficiencia renal, enfermedades del sistema nervioso central o hemorragia pulmonar.
(Mejia Salas & Mendoza Amatler, 2004)

El afio 2015 para una entrevista realizada por Pagina Siete, se entrevisto tanto a pacientes
como al Dr. Luis Fernando Sosa T. docente investigador del Laboratorio de
Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto de Servicios de Laboratorio de
Diagnostico e Investigacion en Salud (SELADIS), donde se afirm6 que solo en la ciudad
de La Paz existen 600 casos confirmados de lupus que asistieron al Instituto SELADIS

hasta el afio 2015. Donde el 90% de los casos son mujeres. (Pagina Siete, 2015)

4. DIAGNOSTICO

El diagnoéstico de LES se basa en la deteccion de los signos clinicos y autoanticuerpos
caracteristicos. Los criterios de diagnostico en actual vigencia del Colegio Americano de
Reumatologia (ACR, por sus siglas en inglés) del afio 1997 y los criterios nuevos de las
Clinicas Colaboradoras Internacionales de Lupus Sistémico (SLICC, por sus siglas en
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inglés) del 2012 han influido para definir pardmetros en los cuales se basa el diagnostico
de LES.

Cualquier paciente que presente 4 de los 11 criterios propuestos por la ACR, hace que sea
probable que tenga LES, la especificidad y sensibilidad de la aplicacion es estos criterios
son del 95% y 75%, respectivamente. (Hannah Hahn, 2010). En muchos pacientes, los
criterios se acumulan con el tiempo. Existen varias caracteristicas clinicas en la
enfermedad, como, por ejemplo, que los anticuerpos antinucleares (ANA) son positivos
en el 98% de los pacientes durante el curso de la enfermedad, pruebas negativas
repetitivas sugieren que el diagnostico no es LES, a menos que otro autoanticuerpo esté

presente. (Enriquez-Mejia, 2013)

4.1 Criterios de diagndstico de LES segun el Colegio Americano de Reumatologia

El diagndstico de LES se basa en 11 criterios, de los cuales se requiere que un paciente
presente cuatro 0 mas de estos criterios, ya sea de manera secuencial o simultaneamente,
durante cualquier intervalo de la observacion para poder identificar y confirmar la
enfermedad. Estos criterios fueron observados en 1982 por el comité de criterios
diagnosticos y terapéuticos del American Collage of Rheumatology (ACR) y fueron
revisados y modificados en 1992. Las modificaciones se basaron en los “trastornos
inmunologicos” de la enfermedad mediante los nuevos criterios clinicos que Se observan
en los pacientes lUpicos dejando atras a técnicas antiguas como la determinacion de las

células LE.
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Tabla N° 2 Criterios del ACR de 1982 revisados en 1997 para el diagnostico de LES

CRITERIO DEFINICION

1. Erupcién Eritema fijo, plano o elevado, sobre las eminencias malares, respetando los pliegues
malar naso labiales

2. Erupcion Zonas eritematosas elevadas con escamas queratéticas adherentes y taponamiento
discoide folicular. En las lesiones antiguas puede producirse cicatrizacion atrofica

3. Fotosensibilidad

Erupcion cutanea desproporcionada tras exposicion a la luz solar, por historia u
observada por el médico

4. Ulceras orales

Ulceras orales o nasofaringeas, normalmente indoloras, observadas por el médico

5. Artritis Artritis no erosiva en dos 0 mas articulaciones periféricas, con inflamacién, derrame
sinovial o dolor a la palpacion
6. Serositis a) Pleuritis: Claro antecedente de dolor pleuritico o frote, o signos de derrame pleural,

0 bien

b) Pericarditis: comprobada por electrocardiograma o frote o signos de derrame
pericérdico

7. Nefropatia

a) Proteinuria persistente mayor a 0,5g/dia 0 mayor de 3+ sino se ha cuantificado.

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

8. Alteraciones
Neuroldgicas

a) Convulsiones: en ausencia de tratamientos farmacol6gicos o alteraciones
metabolicas conocidas; por ej. Uremia, cetoacidosis, o desequilibrio electrolitico, o bien

b) Psicosis: en ausencia de tratamientos farmacolégicos o alteraciones metabdlicas
conocidas; por ej. Uremia, cetoacidosis, o desequilibrio electrolitico.

9. Alteraciones
hematoldgicas

a) Anemia hemolitica: con reticulocitosis
b) Leucopenia: menos de 4.000/mm3 en dos 0 en mas ocasiones
c¢) Linfopenia: menos de 1.500/mm3 en dos 0 mé&s ocasiones

d) Trombocitopenia: menos de 100.000/mm3 en ausencia de farmacos que produzcan
esta alteracion.

10. Alteraciones
inmunoldgicas

a) Preparaciéon de células LE-positivas (Este item fue eliminado de los criterios
diagnosticos en la revision realizada en 1992), o bien

b) Anti-DNA: titulo anormal de anticuerpos contra DNA nativo, o bien

c) Anti-Sm: Presencia de anticuerpos contra antigeno nuclear Sm.

d) Hallazgo positivo de Anticuerpos antifosofolipidicos (AFL)(*)

11. Anticuerpos
Antinucleares
positivos

Un titulo anormal de ANA por inmunofluorescencia o anélisis equivalente en
cualquier momento y en ausencia de medicamentos relacionados con el sindrome de
lupus de origen farmacoldgico.

Fuente: (Calvo Alen, 2012)

(*) Estos hallazgos se basan segun:
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1. Nivel sérico anormal de anticuerpos anticardiolipina 1gG o IgM,

2. Resultado positivo para anticoagulante Iupico utilizando un meétodo estandar como
Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (aPTT) o la prueba de VVeneno de Vibora de
Russell Diluido (dVVRY)

3. Falso positivo en pruebas seroldgicas de sifilis (VDRL), que persiste por lo menos durante
6 meses y se confirma por pruebas de Treponema pallidum o prueba de absorcién de

anticuerpo treponémico fluorescente (FTA-Abs).

4.2 Criterios de las Clinicas Colaboradoras Internacionales de Lupus Sistémico
(SLICC)

En el afio 2012 el grupo SLICC revisé y valido los criterios diagndsticos del LES del
ACR con el fin de mejorar la relevancia clinica, cumplir con los requisitos metodolégicos

rigurosos e incorporar nuevos conocimientos sobre la inmunologia del LES.

Los nuevos criterios de clasificacion SLICC (Sensibilidad: 94%; Especificidad: 92%)
tuvieron un buen desempefio en un amplio conjunto de pacientes valorados por expertos.
Segun la regla SLICC para el diagnéstico de LES, el paciente debe presentar al menos 4
criterios, incluyendo tres criterios clinicos y un criterio inmunolégico o el paciente debe
presentar nefritis IUpica demostrada por biopsia con la presencia de anticuerpos

antinucleares o anti-ADN nativo positivos. (Tabla N°3)

Los nuevos criterios clinicos revisados en varios aspectos importantes mejoran a los
criterios de clasificacion del ACR. El eritema malar y la fotosensibilidad no son dos
elementos separados, debido a que son en gran medida de solapamiento. Uno de los
criterios para el lupus cutaneo incluye al lupus cutaneo agudo y subagudo. Mientras que
un criterio separado ahora incluye erupcion discoide y los diferentes tipos de lupus

cutaneo cronico no incluido en los actuales criterios de clasificacion del ACR.
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Tabla N° 3. Criterios SLICC del 2012 para el diagnostico de LES

Criterios clinicos

1. Lupus cutaneo agudo: rash malar, lupus ampolloso, rash lUpico fotosensible (en ausencia de
dermatomiositis) 0 necrosis toxica epidérmica variante de LES o lupus cutaneo subagudo.

2. Lupus cutaneo cronico: Lupus discoide clasico: localizado (por encima del cuello),
Generalizado (por encima y debajo del cuello), lupus hipertréfico (verrugoso).

3. Ulceras orales o nasales:

Oral: paladar, bucal, lengua

Ulceras nasales

En ausencia de otras causas, tales como vasculitis, enfermedad de Behcet, infeccién (herpes virus),
enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reactiva y alimentos acidos

4. Alopecia no cicatricial: Disminucién difusa o fragilidad del cabello con pelos rotos visibles, en
ausencia de otras causas tales como alopecia, farmacos, deficiencia de hierro y alopecia androgénica

5. Sinovitis con 2 0 mas articulaciones:
Caracterizado por hinchazén o derrame
O sensibilidad en 2 0 mas articulaciones y por lo menos 30 minutos de rigidez matutina

6. Serositis:

Pleuresia (derrames pleurales) dolor pericérdico tipico (dolor al recostarse que mejora al sentarse
hacia adelante) durante mas de 1 dia.

En ausencia de otras causas, como la infeccién, la uremia y la pericarditis de Dressler

7. Afeccién renal: Relacidn proteinuria/ creatinina que representa 500 mg de proteina / 24 horas o
los gl6bulos rojos

8. Alteraciones neuroldgicas: Convulsiones, psicosis, mononeuritis maltiple (en ausencia de otras
causas conocidas como vasculitis primaria), mielitis, neuropatia periférica o craneal (ausencia de
otras causas conocidas como vasculitis primaria, infeccién y diabetes mellitus), estado de confusion
agudo en ausencia de otras causas, incluyendo téxicas / metabdlicas, uremia, farmacos)

9. Anemia hemolitica

10. Leucopenia (<4000 / mm3) O Linfopenia (<1000 / mm3)
Leucopenia al menos una vez: En ausencia de otras causas conocidas como sindrome de Felty,
farmacos e hipertension portal.

Linfopenia al menos una vez: en ausencia de otras causas conocidas como cortico esteroides,
farmacos e infeccién

11. Trombocitopenia (< 100.000/mm3): Al menos una vez en ausencia de otras causas conocidas
como farmacos, hipertension portal y parpura trombocitopénica trombética.

Fuente: (Calvo Alen, 2012)
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Tabla N°3. Criterios SLICC del 2012 para el diagnostico de LES (Continuacién)

Criterios inmunol6gicos

1. ANA positivo: en valores por encima del nivel de referencia del laboratorio.

2. Anti-ADN positivo: por encima del rango de referencia del laboratorio (o 2 veces el rango de
referencia si se prueba por ELISA)

3. Anti Sm positivo

4. Anticuerpos Antifosfolipidos:

Prueba positiva para el anticoagulante lUpico

Resultado de prueba falso positivo para reacina plasmatica rapida

Nivel de anticuerpos anticardiolipina de titulacién media o alta (IgA, 1gG o IgM) Resultado
positivo de la prueba para la anti-2-glicoproteina | (IgA, 1gG o IgM)

5. Complemento bajo: C3, C4, CH50 o CH100 bajos

6. Coombs directo positivo en ausencia de anemia hemolitica

Fuente: (Calvo Alen, 2012)

5. AUTOANTICUERPOS EN LES

Los autoanticuerpos son inmunoglobulinas que reaccionan contra una gran variedad de
componentes propios. La presencia de autoanticuerpos es una de las sefias de identidad del
LES. A lo largo de los afios se han descrito hasta 180 especificidades diferentes,
probablemente la cifra més alta dentro de las enfermedades autoinmunes, aunque solo
algunas son comunes. Los autoanticuerpos mas importantes se dirigen frente a antigenos
nucleares. La mayoria de pacientes presenta ANA en algin momento de la evolucién. Su
ausencia en pacientes que son diagnosticados de LES (lupus seronegativo) es muy
infrecuente (Aringer, Dorner, Leuchten, & Johnson, 2016)

La tabla N°4 muestra los principales autoanticuerpos que se determinan con un paciente
con LES

17



Tabla N° 4. Autoanticuerpos en el criterio y diagnostico del LES

Autoanticuerpos Sensibilidad en el LES |Especificidad en el LES |Otras enfermedades
IANA (HEp-2, IFI) 98 No [Muchas
Anti-dsADN 50 Si (95%) -

LAnti-histona 50 No LIF, SSc, Artritis juvenil
Anti-Clq 30 No \VVasculitis por IC
Anti-Sm 10 Si (99%) -

Anti-R0o60 40 No Sjogren, LE cutaneo
Anti-La/SSB 20 No Sjogren,

Anti-Ul RNP 20 No EMTC

Factores Reumatoides 20 No AR, Sjogren
Anti-cardiolipina G 20 No SAP primario
Anti-cardiolipina M 10 No SAP primario
Anticoagulante lapico 10 No SAP primario

Fuente: (Aringer, Dorner, Leuchten, & Johnson, 2016)
IFI: Inmunofluorescencia indirecta. LIF: Lupus inducido por farmacos. SSc: Esclerosis sistémica. EMTC:
Enfermedad mixta de tejido conectivo. AR: Artritis reumatoide. SAP: Sindrome antifosfolipidico.

En muestras de pacientes con LES extraidas afios antes del inicio de sintomas se detecta
la presencia de autoanticuerpos, lo que demuestra que su sintesis comienza mucho antes
de la aparicion de la clinica o del diagndstico de la enfermedad. Se ha visto cierta
“jerarquia temporal”, con aparicion primero de ANA, anticuerpos anti-Ro, anti-La y anti
fosfolipidicos, en ocasiones afios antes de los sintomas. Posteriormente aparecen los anti-
Smy los anti-RNP, a veces unos meses antes del diagnostico o coincidiendo con el inicio
de los sintomas. Los anti-dsSADN aparecen en un punto intermedio entre ambos grupos.
(Wallace & Hannahs Hahn, 2012). Poco antes del diagndstico se produce una
acumulacién progresiva de nuevas especificidades de autoanticuerpos. Con estos
resultados, se ha propuesto la existencia de una fase inicial de autoinmunidad sin sintomas,
pero con resultados de laboratorio positivos, y otra posterior o de autoinmunidad
patogénica, caracterizada por la presencia de anticuerpos patogénicos y sintomas clinicos,

gue conducen al diagnéstico. No se conoce el riesgo de transicion de una fase a otra,
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es decir, la probabilidad de que una persona con resultados analiticos positivos desarrolle
la enfermedad. (Arbuckle, y otros, 2003)

a. Anticuerpos antinucleares
Los anticuerpos antinucleares (ANA) se dirigen contra componentes nucleares. El
término puede ser inexacto, ya que con las técnicas utilizadas en su determinacion se
detectan también anticuerpos contra otros componentes celulares (cubierta nuclear,

membrana celular, aparato mitético e incluso citoplasma) (Agmon-Levin, y otros, 2014)

Un test de ANA positivo no tiene un valor absoluto, sino que debe ser correlacionado con
los datos clinicos y otros laboratorios. Cada laboratorio establece sus rangos de referencia.
Puede haber ANA positivo en individuos sanos, mas frecuentemente al incrementarse la
edad. En personas mayores de 65 afios se detecta ANA en el 10-35% de los casos (Wallace
& Hannahs Hahn, 2012). Cuanto mayor es el titulo mayor es la probabilidad de que exista
una enfermedad autoinmune. El punto de corte para definir un titulo significativo suele
situarse en 1/80, con una sensibilidad del 98.1%. Un titulo de 1/160 posee una sensibilidad
de 95.4%. Los ANA se detectan también en otras enfermedades de origen autoinmune,
como la esclerodermia, polimiositis, dermatomiositis, artritis reumatoide (AR), sindrome
de Sjogren, enfermedad mixta del tejido conectivo, tiroiditis autoinmune, hepatitis

autoinmune, cirrosis biliar primaria, etc. (Egner, 2000)

b. Anticuerpos anti-ADN
La existencia de anticuerpos anti-ADN fue demostrada por primera vez en los afios 30 en
pacientes con infecciones bacterianas. En 1957 se describieron en pacientes con LES. Los
anti-ADN pueden dirigirse contra ADN monocatenario (anti-sSADN), bicatenario (anti-
dsADN), o sus formas estructurales ADN-A, ADN-B, ADN-Z, complejos ADN -RNA,
etc. En el LES se producen de forma espontanea anticuerpos frente a dsADN helicoidal B
(ADN-B), que inicialmente es no inmunogénico (Rekvig, 2015). En una proporcion
importante de pacientes se encuentran tanto anti-ssADN como anti-dsADN. Los anti-
dsADN son los mas importantes por su especificidad y su posible papel patogénico. Se

piensa que los anti-dsADN forman complejos con fragmentos de nucleosomas, que se
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originan en procesos de eliminacion celular. (Cozzani, Drosera, Gasparini, & Parodi,
2014)

Los anti-ADN son claves en el diagndstico y el seguimiento del LES. Estan presentes en
el 70% (60-83%) de pacientes. Su especificidad alcanza el 95%-97%. Si un test de ANA
es negativo, no se suele indicar la realizacion de un examen de anti-ADN, excepto si la
sospecha clinica es elevada (Aringer M., Dérner, Leuchten, & Johnson, 2016). Los anti-
dsADN poseen una especial utilidad para la confirmacion del diagnéstico en pacientes
con presentaciones que sugieren una probabilidad pretest razonable. Existe un subgrupo
de pacientes con LES con niveles altos de anti-dsADN, pero sin actividad clinica
significativa, es decir, serologicamente activos, pero clinicamente quiescentes. (Wallace
& Hannahs Hahn, 2012).

La positividad para anti-ADN es un criterio de clasificacion en varios sistemas (ACR,
SLICC). Sin embargo, no son moléculas homogéneas, ya que su origen y estructura
pueden ser variados. Se detectan diversos isotipos (IgG, IgM, IgA) y diferentes grados de
afinidad. El isotipo IgG vy los anticuerpos de alta afinidad son los mas especificos en el
LES, ademas de su posible relevancia patogénica, mientras que los IgM y de baja afinidad
poseen una importancia menor. Pueden ser negativos al comienzo de la enfermedad, tras
el tratamiento o durante las remisiones. Su elevacion puede asociarse a fases de la
actividad y al empeoramiento de manifestaciones como nefritis lGpica. (Egner, 2000)
(Wallace & Hannahs Hahn, 2012).

c. Anticuerpos anti-histona y anti Nucleosoma
Los anticuerpos anti-histona IgG o IgM se encuentra en el 50-80% de los pacientes con
LES. Se identifican anticuerpos contra histonas totales o contra algin subtipo (H1, H2a,
H3, H4). En algun estudio los titulos se relacionan con la actividad de la enfermedad. Sin
embargo, no son especificos de LES. SE encuentran también en el 96-100% de pacientes

con LES inducidos por farmacos (Egner, 2000).

Los anticuerpos anti-nucleosoma, se dirigen contra los nucleosomas, estructuras

formadas por pares de histonas y ADN. Estos anticuerpos reaccionan exclusivamente
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contra nucleosomas y no contra histonas individuales o contra ADN nativo. Los
nucleosomas actian como un autoantigeno esencial en la patogenia del LES. Aunque no
se utilizan de forma generalizada, los anticuerpos anti-nucleosoma se encuentran entre
los marcadores mas sensibles del LES, sobre todo en pacientes anti-dSADN negativo
(Cozzani, Drosera, Gasparini, & Parodi, 2014). Se correlacionan con la nefritis y con la
probabilidad de brotes, aunque no de forma tan estrecha como el anti-dsADN. Su
deteccidn esta presente también en otras enfermedades de origen autoinmune como

esclerosis sistémica, EMTC y sindrome de Sjogren. (Lloyd, Doaty, & Hahn, 2016).
d. Anticuerpos anti-Ro/ssA y anti-La/ssB

Los anticuerpos anti-Ro/ssA y anti-La/ssB se dirigen contra las proteinas Ro y La
asociadas a ARN. El antigeno Ro/ssA es una ribonucleoproteina (RNP) que contiene
acidos nucleicos pequefios ricos en uridina, con varios subtipos, las mas importantes son
Ro52 y Ro60. El antigeno La/ssB es una fosfoproteina que fija ciertos ARN pequefios,
incluyendo ARN celular 5S, ARN transfer, ARN 7S. Es vehiculizado entre el nlcleo y el

citoplasma (Cozzani, Drosera, Gasparini, & Parodi, 2014).

Ambos anticuerpos se encuentran sobre todo en el LES y en el sindrome de Sjogren. En
el LES se encuentra anticuerpos anti-Ro en un 25-60% y anti-La en el 10-20%. En el
sindrome de Sjogren la frecuencia es mas elevada. No son especificos de LES, pero
pueden ser Utiles cuando los anti-dsSADN son negativos, los I1gG anti-Ro60 son mas
relevantes y predominantes en el LES. Los anti-Ro se relacionan con el lupus cutaneo
subagudo, fotosensibilidad, neumonitis, trombocitopenia, enfermedad renal, vasculitis
(Egner, 2000) (Lloyd, Doaty, & Hahn, 2016).

e. Anticuerpos anti-Smith (anti-Sm) y anti-RNP
Los anticuerpos anti-Sm reaccionan frente a proteinas Sm que forman complejos ARN
nucleares ricos en uridina a nivel del citoplasma. Son altamente especificos,
practicamente patognomonicos, del LES. Su presencia es casi diagnostica y han sido
incluidos como criterio de clasificacion en el conjunto de SLICC. Sin embargo, su
sensibilidad es baja, ya que aparecen en el 30-40% de pacientes de raza negra y en el 5-

20% de pacientes de raza caucasica (Lloyd, Doaty, & Hahn, 2016). Se mantienen durante
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la evolucidn de la enfermedad, incluso durante las remisiones. El titulo no se correlaciona
con el grado de actividad. Se asocia a mayor riesgo de mortalidad, serositis, nefritis, lupus
neuropsiquiatrico, fibrosis pulmonar, leucopenia, artritis, rash malar, vasculitis,
neuropatia periférica e hipertensién pulmonar. Se han detectado también en lupus
asociado a infeccion por parvovirus y en la infeccion por VIH y virus de Epstein Barr.
(Ippolito, y otros, 2011).

Los anti-Sm suelen asociarse a la positividad de anticuerpos frente a ribonucleoproteinas
(anti-RNP), los cuales son menos frecuentes y su especificidad es moderada. Se dirigen
contra pequefas particulas de ribonucleoproteinas nucleares (U1- A, U1-C, Ul 70K)
presentes en el complejo U1 RNP. Se detectan en el 25% de los pacientes con LES
(Ortega H & Shoenfeld, 2012). Se asocian a la nefritis y a la enfermedad del sistema
nervioso central (SNC), asi como a una edad de inicio mas avanzada. No parecen tener

una clara relacién con el grado de actividad (Egner, 2000).

f. Sistema del complemento

Un hallazgo caracteristico del LES es el descenso de los niveles de los componentes del
complemento, incluido como criterio de clasificacion y como indice de actividad. Los
hallazgos mas frecuentes y reproducibles son la disminucion de C3 y C4. Puede haber
niveles bajos de C4 de forma permanente, pero también fases activas sin cambios en los
niveles de C3 y C4. Sin embargo, existe tendencia a que los niveles mas bajos se asocien
a los brotes. También se detecta disminucion de la actividad hemolitica de la via clasica
(CH100/CH50). En la enfermedad renal cronica puede haber niveles persistentes bajos
de C3. También se detecta elevacion de productos de la activacién del sistema (C2a, C3a,
C5a) en periodos de agravamiento, pero su uso no es habitual (Sturfelt & Truedsson,
2005).

Se producen descensos de C3 'y C4 en la nefritis activa 0 en pacientes con manifestaciones
hematoldgicas, debido al incremento del catabolismo. También desciende en infecciones.
El descenso del complemento como criterio de clasificacion muestra una sensibilidad y

especificidad del 64 y 91% para C3, y del 64 y 65% para C4, respectivamente. Los niveles
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bajos de C1q se asocian a glomerulonefritis proliferativa y desciende antes de los brotes.
En una proporcion de casos con Clq bajo se detectan anticuerpos anti-C1q que se
considera que su desaparicion es un factor prondéstico favorable (Sturfelt & Truedsson,
2005) (Biesen, Rose, Hoyer, Alexander, & Hiepe, 2016).

6. MANIFESTACIONES CLINICAS

La presentacion inicial del LES es impredecible, con sintomatologia inespecifica, la
presentacion puede incluir cualquier 6rgano o sistema, los mas frecuentes son la piel y el

sistema articular y las mucosas. El malestar general, el dolor y la fatiga son habituales.

a. Manifestaciones mococutaneas
La afeccion cutanea en el LES es practicamente universal, denominandose “lupus
eritematoso cutaneo”, las lesiones se encuentran en un 72-85%. Las lesiones pueden

clasificarse en especificas y no especificas.

Las lesiones especificas se dividen en cuatro sub tipos: Lupus eritematoso cutaneo agudo,
subagudo, crénico que incluye las variantes discoide y profundo e intermitente. Ademas,

existen otros subtipos que no encajan en las categorias anteriores.

b. Manifestaciones renales
La afectacion renal es una de las formas de dafio visceral mas frecuentes e importantes. Se

detecta afectacion renal en el 30-70% de pacientes. Constituye una causa mayor de

morbilidad y de ingreso hospitalario (Egner, 2000).

La nefritis lapica es el prototipo de enfermedad por complejos inmunes. Células B
autoreactivas producen 1gG anti-ADN que muestra reactividad cruzada frente a
componentes de la membrana basal glomerular o de la matriz mesangial. Los
inmunocomplejos producen activacion del complemento, infiltracion por linfocitos,
reclutamiento de células del sistema del inmunoldgico, produccidén de citoquinas e
inflamacidn tisular destructiva. Los nucleosomas son probablemente los autoantigenos

que inician el proceso. La exposicion de antigenos posiblemente se relaciona con defectos
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en la apoptosis y el aclaramiento de restos celulares. Ademas, es posible que las propias
células renales expresen antigenos y secreten citosinas inflamatorias (Tsokos G. 2011).

c. Manifestaciones musculo esqueléticas
Las manifestaciones musculo esqueléticas se encuentran entre las méas frecuentes.

Aparecen en el 53-95% de los pacientes, tanto al inicio como durante a evolucién. El
dolor articular y la rigidez matutina son sintomas iniciales en la mitad de los pacientes.
Puede haber signos inflamatorios y artritis franca en el 76%. Suele ser no erosiva y no
deformante, afectando a pequefas articulaciones de manos y mufiecas, como la AR.
También se afectan codos y rodillas. En el 10% hay nddulos subcutaneos en pequefias
articulaciones y cara extensora de las manos, la tendinitis es frecuente. Un subgrupo de
pacientes puede presentar un cuadro de sinovitis grave, denominado rupus o rhupus los

cuales son rasgos muy parecidos a la AR. (Boumpas, y otros, 1995)

d. Manifestaciones hematoldgicas
En un 75% de los pacientes, suele presentarse anemia, particularmente en su forma

cronica. En ocasiones (5% de los casos), anemia es de tipo hemolitica autoinmune.
También puede presentarse trombocitopenia en alrededor de un 15 a 25% de los casos. Con
cierta frecuencia puede observarse granulocitopenia, linfopenia o ambas. Se han
postulado algunas hipotesis relativas a la granulocitopenia, como mayor destruccion
periférica de granulocitos, autoanticuerpos dirigidos contra los mismos y supresion en la

médula 6sea. (Kolliker Frers, 2016).

e. Manifestaciones vasculares
La vasculitis puede ser una de las caracteristicas en la fase activa del LES y presentan su

correlacion clinica en diferentes sistemas: hemorragias, pancreatitis y colecistitis en las
manifestaciones gastrointestinales. La inflamacion de las arterias puede ocasionar
accidentes cerebrovasculares. Las vasculitis necrotizantes pueden desencadenarse en
cualquier tejido, pero se observa mas frecuentemente en piel y musculo. La lesion de los
vasos se produce sobre todo por un mecanismo de hipersensibilidad tipo 111 y conduce a

una importante fibrosis perivascular. (Kolliker Frers, 2016).
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7. FISIOPATOLOGIA

Uno de los aspectos que contribuyen a la fisiopatologia del lupus es la acumulacion de
cantidades anormalmente elevadas de células apoptdticas en los tejidos, lo cual indicaria
una alteracion a nivel de los fagocitos para eliminar los cuerpos apoptéticos. Se ha
observado, ademas, que los cuerpos apoptoticos que no son fagocitados en los tiempos
oportunos pueden entrar en un estado de necrosissecundaria, desintegrandose
y liberando su contenido citoplasmatico que se caracteriza por portar sustancias altamente

inflamatorias. (Enriquez-Mejia, 2013)

En condiciones normales los cuerpos apoptéticos son captados y procesados por las
células presentadoras de antigeno (CPA). Estas son, entre otras, células dendriticas (DC),
macrofagos y linfocitos B, cuya funcion es presentar los antigenos a los linfocitos T. Es
probable que en el LES exista también una activacion aberrante de monocitos y
neutrofilos, incluyendo la funcion de trampas extracelulares de neutrofilos (NET) que
contienen proteinas derivadas de ADN y neutrofilos, ya que son capaces de desencadenar
la liberacion de IFN-o y dafio tisular. (Costa-Reis & Sullivan, 2013) En él LES, las DCs
presentan estos autoantigenos (cuerpos apoptéticos no depurados) a linfocitos T
inmaduros, promoviendo los estimulos necesarios para favorecer su activacion. Las
células B presentan autoantigenos a linfocitos T colaboradores (Th), en los que inducen
la produccién de citocinas, las cuales a su vez, estimulan la proliferacion exagerada de
las células B activadas que dan lugar a la produccién de un gran espectro de
autoanticuerpos frente a los autoantigenos nucleares, citoplasmaticos y de superficie
celular provenientes de los cuerpos apoptéticos, favoreciendo de esta manera la
produccion de autoanticuerpos caracteristicos del LES, como ser anticuerpos anti-ADN
de doble hebra (dsADN) y contra otros antigenos nucleares (anticuerpos anti-nucleares).
Las células T y B activadas se infiltrarian en los tejidos y junto con los autoanticuerpos y
depdsitos de complejos inmunes, serian las responsables de desencadenar procesos

inflamatorios provocando dafio tisular. (Carmen Luz Navarrete S, 2008)
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La respuesta de los linfocitos T al antigeno es desencadenada cuando el receptor de la
célula T (TCR) reconoce el complejo formado por el péptido antigénico y el isotipo de la
molécula HLA en la superficie de la CPA. El genotipo del HLA determina cuéles
moléculas peptidicas estaran disponibles para el reconocimiento antigénico via TCR,
estos péptidos antigénicos en algunos casos podrian corresponder a autoantigenos. Por tal
motivo, determinados alelos HLA se asocian con un mayor riesgo de desencadenar la
respuesta inmune contra antigenos propios y padecer enfermedades como lupus.
(Enriquez-Mejia, 2013)

Como se observaen la Figura 1 la fisiopatologia del LES esta dada de la siguiente manera
a. Aunque las células T normales expuestas a autoantigenos en la periferia se convierten
en tolerantes, las células T susceptibles en lupus son sensibles a umbrales més bajo de
activacion por agonistas o péptidos agonistas débiles. b. Una vez activadas, las células T
pueden promover una estimulacion de las células B genéticamente mas respondedoras. c.
Estas células B estimuladas por autoantigenos sufren una hipermutacion somatica y
maduracion de la afinidad. d. Durante la sintesis de autoanticuerpos patogénicos, el dafio
tisular genera mayor liberacion de autoantigenos, ef. que también son reconocidos y
presentados por células B presentadoras de antigenos especificas, en una segunda fase de
activacion de las células T, g. llevando asi a un ciclo de retroalimentacién positiva. h. Las
respuestas autoinmunes B y T son diversificadas resultando en una propagacion del
antigeno. Esta interaccion entre células B y T conducen al proceso autoinmune. i. Las
células T activadas de manera indirecta también pueden causar dafio debido a la
migracién al organo blanco, a la liberacién de citoquinas y por citotoxicidad directa.

(Anaya, Tobdn, Pineda-Tamayo, Fond, & Cervera, 2005)
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Figura N° 1. Mecanismos para la induccién y amplificacion de la autoinmunidad en
LES Fuente: (Anaya, JM y Col., 2008)

7.1 Factores desencadenantes

La fisiopatologia del LES se inicia con las interacciones entre los genes de susceptibilidad

y factores medioambientales, lo cual resultan en una respuesta inmune anormal.
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7.1.1 Factores genéticos: Los casos de lupus se agrupan dentro de las familias de tal
manera que un pariente de primer grado de una mujer con lupus puede llevar un riesgo
aumentado hasta 6 veces de desarrollar la enfermedad por si misma. Las encuestas entre
gemelos han demostrado una alta concordancia para el diagndstico de lupus entre gemelos
monozigdticos (24 al 69%) en comparacion con el 10% de concordanciaentre gemelos
dicigoticos. Ademas, un estudio mostro una concordancia sorprendente para las
manifestaciones clinicas e inmunoldgicas del lupus entre gemelos monozigdticos en
comparacion con los pares de hermanos no gemelos. Los autores, sin embargo, reflejaron
que “el comportamiento tanto como la biologia” podian explicar el corto intervalo en el
diagnostico entre pares de gemelos, el 50% de los pares concordantes habian visto
importancia o cuidado debido al reciente diagndstico en su gemelo.

Se ha demostrado asociacion de lupus con antigenos HLA clase 1l (HLA-DR2 y DR3)
tanto en raza blanca como negra; asi como con enfermedades hereditarias por deficiencia
de componentes del sistema del complemento: C1r, C1s, C1, C4, C5 principalmente con
deficiencia de C2. La deficiencia parcial de C2 en heterocigotos es también més frecuente,
del 6% en lupus vs 1% en personas sanas. Esta anomalia congénita se asocia con la
presencia de los antigenos HLA- A10 y HLA-B18. (LUPUS UK, s.f.)

Genes del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) particularmente HLA- A1,
B8 y DR3 se han ligado a lupus. Se sabe que alelos sin aparente rol de actividad pueden
causar deficiencias de uno de los componentes iniciales del sistema del complemento
Clq, C2 o C4 y son un importante factor de riesgo para lupus. Estudios familiares han
identificado genes fuertemente ligados a la presencia de lupus, muchos de estos genes
contribuyen también a deficiencias del sistema inmune, como por ejemplo la
identificacion de la relacion entre lupus y polimorfismos de nucledtidos individuales en 2
genes relacionados al interferon (factor 5 regulado de interferén y tirocin cinasa 2).
(Enriguez-Mejia, 2013)

7.1.2 Factores hormonales: Existe una evidente interrelacién entre el sistema
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endocrino y el sistema inmunolégico. Un ejemplo de esto es el efecto que las hormonas

sexuales ejercen sobre las distintas poblaciones de leucocitos (Linfocitos T y B, células

NK, granulocitos y macréfagos), asi como sobre la produccién y liberacién de citoquinas

y proteinas inmunoreguladoras. (Figura N° 2) (Barafiao, 2009)

En las mujeres los estrdgenos y la progesterona harian que primase una respuesta inmune

humoral, lo cual resultaria beneficioso para la gestacién, pero al mismo tiempo

favoreceria la aparicion de ciertas enfermedades autoinmunes. Contrariamente, la

testosterona haria que en los hombres predominase la respuesta inmune celular.
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Figura N° 2. Comunicacién bidireccional entre el sistema neuroendocrino y el

sistema inmune Fuente: (Anaya, JMy Col., 2008
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Los investigadores han explorado el papel de los factores hormonales enddgenos y
exogenos. La menarca puede ser un factor de exposicion a los estrogenos y ha sido
examinado como un factor de riesgo en varios estudios. Aunque los resultados son en
algunos casos contradictorios, estos estudios proporcionan alguna evidencia de un mayor
riesgo de lupus, de tal manera que las mujeres con una menarquia a los 10 afios tienen
aproximadamente el doble de riesgo de padecer lupus. La irregularidad menstrual (ciclos
largos o cortos) se asocio con el lupus en dos estudios, pero esta asociacion no se tomd
en cuenta para su etiologia, al igual que la edad en la primera relacion sexual no se
encuentra asociada. La historia de aborto espontaneo se asocio con lupus, pero esto puede

reflejar el sindrome de anticuerpos antifosfolipidicos. (LUPUS UK, s.f.)

a. Efectos de las hormonas sexuales sobre los Linfocitos T:
En cuanto a las hormonas femeninas, Stimson ha postulado que los linfocitos T
reguladores (LTreg) y citotoxicos (LTc) activados expresarian receptores para
progesterona (P). Mas recientemente, Prieto y Rosenstein han observado que el Estradiol
(E) potencia la funcion supresora de los LTreg (CD4+, CD25+) aumentando su

proliferacion. (Barafiao, 2009)

Las alteraciones hormonales a corto plazo, como las que se producen durante el embarazo,
no provocan cambios en la poblacion total de LT ni en las distintas subpoblaciones. Sin
embargo, la marcada disminucién de progesterona y estradiol por tiempos prolongados,
como acurre en la menopausia, afecta la poblacion linfocitaria ya que en la post
menopausia se observa una disminucién de los linfocitos totales debidd
fundamentalmente a la disminucién de LTh y de linfocitos B. (Barafiao, 2009)
b. Efectos de las hormonas sexuales sobre los Linfocitos B

Los linfocitos B (LB) en hombres y mujeres expresan receptores para estrogenos, los que
“in vitro” inducen su activacion. Ademas, poseen receptores intracelulares para linfocitos

T, pero no hay evidencia de receptores para progesterona.

Algunos investigadores como Kamada y col, han observado que después de la
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menopausia el nimero de LB1 permanece invariable, sin embargo, los LB2 disminuyen.

Ademas, estos autores postulan que la terapia de reemplazo hormonal restablece la
cantidad normal de LB periféricos. Asimismo, se ha comprobado que los estrogenos
aumentan el nimero de progenitores de LB en la medula ésea y en ratones protegen a
estos progenitores de la apoptosis, aumentando también la sobrevida de células B
esplénicas. (Barafiao, 2009)

c. Efectos de las hormonas sexuales sobre la produccion de citoquinas:

Giron Gonzales y col han observado que entre hombres y mujeres no existen diferencias
entre los niveles de citoquinas de tipo Thl, ni citoquinas de tipo Th2, ni tampoco en las
distintas fases del ciclo menstrual. No obstante, la relacion entre las citoquinas INFy/IL-
4 es significativamente mayor en los hombres, duplicando los valores hallados en mujeres
tanto en la fase folicular como en la fase lutea. (Barafiao, 2009). Estosautores concluyen
que las mujeres presentan un perfil de citoquinas Th2, lo que implica una mayor respuesta
de LB y la consiguiente produccion de anticuerpos. (Barafiao, 2009)

7.1.3 Factores ambientales: La radiacion solar es la principal fuente de radiacion
ultravioleta, las radiaciones solares tipo UVB y UVA son las que dafian el ADN celular,
es el factor ambiental que desencadena manifestaciones cutaneas, provocando lesiones y
quemaduras de piel asociandose de esta forma al lupus, provoca el 70% de las recaidas
de los pacientes al incrementar la apoptosis de los queratinocitos y otras células, o al
alterar el ADN vy las proteinas intracelulares de manera que se tornen antigénicas. La
fotosensibilidad es un criterio del Colegio Americano de Reumatologia para la
clasificacion de la enfermedad, demostrando con esto la importancia de este factor
ambiental. (Enriquez-Mejia, 2013)

7.1.4 Infecciones virales: A pesar de varias investigaciones realizadas durante varias
décadas, no se ha visto relacion consistente entre cualquier virus o grupo de virus y la
aparicion de lupus. Algunas investigaciones sobre el Virus Epstein Barr (EBV)
demostraron una relacion estructural inmunologica entre Epstein-Barr antigeno nuclear y

el antigeno Ro, lo que sugiere que la infeccion por VEB puede ser necesaria antes de que
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algunos pacientes puedan desarrollar lupus. Aunque consistente con una asociacion, estos
estudios no implican especificamente EBV en la etiologia o el desarrollo de lupus. Otros
estudios han explorado el papel de citomegalovirus (CMV), Herpes Zoster y Retrovirus
Humano (VIH y HTLV-1) y han demostrado algunos resultados para implicar a estos
agentes virales en la etiologia, pero los resultados son actualmente inconcluyentes. Puede
ser que la infeccidn con uno 0 mas agentes virales sea necesaria, pero tal vez no suficiente
para causar lupus y que es la respuesta del huésped o la variacion de cepas virales

contribuyan al riesgo de la enfermedad. (LUPUS UK, s.f.)

La evidencia més directa de que los agentes infecciosos pueden inducir la enfermedad
autoinmune es el desarrollo de la enfermedad en animales de experimentacidn después de
la inoculacion con antigenos propios en combinacién con adyuvante que contiene
antigenos microbianos no infecciosos. EI hecho de que diversos tipos de
microorganismos, se asocian con una sola enfermedad autoinmune sugiere que los

agentes infecciosos inducen enfermedad autoinmune a través de mecanismos comunes.

7.1.5 Drogas: El fendmeno de lupus inducido por farmacos ha sido reconocido como
una enfermedad similar al lupus inducido por las condiciones ambientales. Se ha
reconocido en asociacion con mas de 80 farmacos (por ejemplo, minociclina, hidralazina,
procainamida, isoniazida, quinidina, clorpromazina, metildopa, etc.). Suele presentarse
en personas mayores, tanto en el sexo masculino como en el femenino, y la raza blanca
es la mas afectada a comparacion de otras etnias. Los factores de riesgo han sido
identificados para el desarrollo de lupus inducido por farmacos: el estado de acetilacion
lenta, en el cual el individuo posee una mutacion en el gen que codifica para la enzima
N-acetiltransferasa (NAT), que juega un papel fundamental en el metabolismo de las
aminas aromaticas, que al no ser metabolizadas suelen desarrollar ANA en un periodo de
tiempo mas breve, con el riesgo de padecer LES, este proceso ocurre mas frecuentemente en

el sexo femenino. (Pretel, Marquez, & Espafa, 2012)

7.1.6 Factores socioecondmicos: El problema socioecondmico en diferentes partes del

mundo podria llegar a tener un impacto importante en las manifestaciones del LES y su
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mortalidad ya que esta es una enfermedad de propagacion rapida, independiente de su
origen étnico. El acceso a la salud, la calidad de la atenciéon y el cumplimiento de la
atencion se ven afectados por estos factores. Pocos estudios han examinado el estado
socioecondmico con el suficiente detalle para comprender verdaderamente su papel en el
desarrollo de la enfermedad o de la causalidad y esta es un &rea que requiere mas
investigacion. (LUPUS UK, s.f.)

La mortalidad asociada por el padecimiento de LES es un problema de importancia
menguante. Las tendencias en la mortalidad vienen siendo mas y mas favorables, y se ha
pasado de una supervivencia a los 5 afios del 50-77% en la década de los sesenta al 64-
87% a 10 afios en los ochenta y hasta el 68-78% a los 20 afios en la Gltima década del pasado
siglo. Es posible que esto no sea cierto en paises menos desarrollados, como sugiere un
estudio de tendencias realizado en la India, y que tampoco lo sea en determinadas
minorias étnicas, como demuestra el estudio de Walsh, basado en datos del National
Center for Health Statistics estadounidense, en el que se constatd que la mortalidad
directamente atribuible al LES habia aumentado un 30% en mujeres afroamericanas en

los dltimos afos. (Rua-Figueroa & Erausquin, 2010)

7.1.7 Factores dietéticos: En cuanto a los factores nutricionales no se tienen muchos
estudios, sin embargo, la dieta de los pacientes es estrictamente controlada a la hora del
control de la enfermedad. Se cree que los acidos grasos omega-3 proporcionan un efecto
beneficioso con algunos antiinflamatorios. Anti-oxidantes (vitaminas A, C, E y beta-
caroteno) también puede tener un efecto positivo sobre la actividad de la enfermedad.
(LUPUS UK, s.f.)

El déficit de vitamina D es un riesgo potencial en pacientes con LES. La vitamina D
participa en funciones de modulacion inmunoldgica. Existe relacion entre el déficit de
vitamina D y una mayor actividad de LES. La valoracion de la relacion con la ingesta es
dificil, ya que el aporte dietético de la vitamina supone solo una proporcion de la vitamina
circulante. (Kamen, 2015)
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Dentro de los alimentos no recomendados para los pacientes lGpicos estan las grasas
trans: las cuales pueden aumentar el riesgo de enfermedades cardiovasculares, lo cual
hace que el lupus sea ain mas peligroso; la alfalfa: la cual contiene un aminoacido
Ilamado L-canavanina que estimula el sistema inmune, lo cual puede ocasionar mas
ataques; Sal: disminuir el consumo de sal puede ayudar a reducir la presion sanguinea
alta y proteger los rifiones de un posible mayor dafio; Alcohol: beber alcohol mientras se
toma medicamentos podria ser dafiino para los pacientes.

Los AINEs en conjunto con el alcohol pueden causar Ulceras estomacales; Café: beber
café (y otras bebidas con cafeina) puede empeorar los sintomas en el estdbmago,
especialmente si el lupus afecta esa area. (Mercola: Tome control de su salud, s.f.)

7.1.8 Factores quimicos (cigarrillo): El habito de fumar ha establecido una relacion
causal con el desarrollo de varias enfermedades autoinmunes, como el lupus. Ha habido
una serie de estudios heterogéneos que han buscado establecer asociaciones entre el
habito de fumar y el riesgo a lupus que sugieren que el riesgo se incrementa notablemente
entre los fumadores actuales de cigarrillos, en comparacion con los pacientes que nunca
han fumado. En un estudio, el tabaquismo se asoci6 con un riesgo mayor de cuatro veces
de anticuerpos dsADN positivos en los pacientes con lupus. EI fumar puede causar dafios
en el ADN, la formacion de anticuerpos anti- dsSADN, con el riesgo de que reduce después
de la cesacion del hébito de fumar. (Tsokos, S, & Costa Reis, 2016)

Las células presentadoras de antigeno, en particular las células dendriticas, pueden ser
activadas por sefiales de dafio/alarma producidas por células propias que resultaron
dafiadas producto de la actividad del sistema inmune frente a patdgenos, toxinas, dafio
mecanico y humo de cigarro, etc. Se han descubierto sefiales de alarma enddgenas como
ADN metilados y RNA alterado, proteinas de choque térmico, interferon-y, interleucina-
1B (IL-1b), CD40-L. Después de esto, las células dendriticas viajan a los nddulos
linfaticos con sefiales de alarma, producidas por las células de barrera del epitelio
pulmonar (LEBC), y presentan antigenos a los linfocitos T virgenes, induciendo

proliferacion de linfocitos T CD8+ citotoxicos.
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Las células CD8+ migran a los sitios del dafio inicial y por la liberacion de perforinas y
granzimas atacan las LEBC. Las perforinas forman poros en las membranas de las células
blanco, mientras que las granzimas y serinproteasas, entran al citoplasma de las células,
alterando su funcion y/o activando apoptosis. (Reséndiz-Hernandez, Camarena, Pérez-
Rubio, & Farfan-Valencia, 2011)

7.2 Mecanismos epigenéticos

Los loci genéticos de susceptibilidad en el LES justifican una magnitud de riesgo
modesta, en torno al 15-20%, pero no explican de forma satisfactoria la mayor parte de la
heredabilidad (Ghodke-Puranik & Niewold, 2015). Por lo tanto, debe haber otros factores
que participan en la patogenia, como las interacciones entre los propios genes, asi como

factores ambientales o dependientes del propio paciente (Cui, Sheng, & Zhang, 2013).

Se ha considerado la posibilidad de que procesos epigenéticos influyan sobre el riesgo
genético en enfermedades autoinmunes como el LES. La epigenética define
modificaciones estables potencialmente heredables en la expresion de los genes o de
fenotipos celulares, resultado de cambios en el ADN o en la cromatina o en los
mecanismos post-transcripcionales, sin que ocasionen cambios en la secuencia
codificante del ADN. Es decir, define cambios en la expresion de genes que no implica
alteraciones en la secuencia de ADN. Los fenotipos epigenéticos determinan que genes se
expresan o inhiben, influyendo en el desarrollo y en las funciones celulares (Liu & La
Cava, 2014) (Wu, Zhao, Chang, & Lu, 2015). Un aspecto importante de los cambios
epigenéticos es que pueden ser sensibles a factores externos (fisicos, quimicos, etc.)
(Gatto, y otros, 2013). Pueden explicar en parte la concordancia incompleta entre gemelos
monocigotos y la influencia de factores ambientales en la expresion de la enfermedad.
(Liu, Kao, Manzi, & Ahearn, 2013)

Los ejemplos mas comunes de estos fendmenos en el LES son: Hipometilacion de ADN,
modificacion de histonas y disregulacion de ARN (microARN o ARN no codificantes)
(Gatto, y otros, 2013) (Deng & Tsao, 2014). Los dos primeros modifican la estructura de
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la cromatina que determina el acceso de los procesos de transcripcion al ADN, mientras
que el tercero modifica la expresion de genes actuando sobre el RNA mensajero. Ademas,

puede haber interacciones entre los tres mecanismos (Costa-Reis & Sullivan, 2013).

7.2.1 Hipometilacion del ADN

La metilacién de ADN es un regulador negativo de la expresion de genes, ya que impide
la fijacion de factores de transcripcion. Es llevada a cabo por metiltransferasas.
Constituye una marca que indica la represion de la expresion de un gen. Una deficiente
metilacion puede conducir a su sobreexpresion, sobre todo en genes sensibles. Existen
alteraciones de la metilacién en el LES inducido por farmacos y en el LES idiopatico
(Tsokos, Lo, Reis, & Sullivan, 2016) (Liu, Kao, Manzi, & Ahearn, 2013). La
hipometilacion puede afectar a regiones reguladoras de genes que participan en el
funcionamiento de células B y, sobre todo, T CD4+ (Liu, Kao, Manzi, & Ahearn, 2013).
Muchos de ellos se relacionan con la familia IFN tipo I. Se ha demostrado hipometilacion
en genes reguladores de la produccion de IFN- vy, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-13, con
repercusion sobre el funcionamiento de células T. Se produce un aumento de la actividad
de células T. Los cambios pueden guardar relacion con una hiperespuesta del IFN tipo |
conocida en la enfermedad. La hipometilacion puede explicar en parte el predominio
femenino de la enfermedad, ya que puede producir la reactivacion preferente de genes
incluidos en el cromosoma X, como el gen del CD40L. Ademas, podria conducir a la

activacionde genes del cromosoma X inactivo. (Tsokos, Lo, Reis, & Sullivan, 2016)

Ciertos factores externos, como farmacos o la luz ultravioleta, pueden inhibir la
metilacién de ADN. La procainamida y la hidralazina, relacionados con el lupus inducido
por farmacos, ejercen un efecto inhibitorio sobre la actividad ADN metiltransferasas,

enzimas que participan en la metilacion del ADN (Liu & LaCava, 2014).

7.2.2 Modificacion de histonas

Las histonas son proteinas que forman complejos con el ADN en el nucleo celular.
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Constituyen el componente principal de estructuras denominadas nucleosomas,
subunidad basica de la cromatina, con cantidades especificas de ADN vy de cuatro tipos
de histonas (H2A, H2B, H3 y H4). Participan en la determinacion de qué parte de la
cromatina esta accesible para la transcripcién activa (Liu & La Cava, 2014) (Wu, Zhao,
Chang, & Lu, 2015). Modificaciones en las histonas, como la acetilacion, fosforilacion,
metilacion, ubiquitinacion y citrulinacion pueden alterar la estructurade la cromatina y la
expresion de genes, sin cambiar la secuencia de ADN. Se sabe que cambios de este tipo
ocurren en células T. La hiperacetilaciéon H4 en monocitos se relaciona con un incremento
de la expresion de genes implicados en las vias del IFN tipo | y la via NF-kB (factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas) (Liu, Kao,
Manzi, & Ahearn, 2013) (Deng & Tsao, 2014).

7.2.3 Disregulacion de ARN: microARN o ARN no codificante

Los microARN (0 miARN) son una clase de ARN no codificantes que regulan la
expresion de genes, actuando sobre ARN mensajeros (MARN). Tienen capacidad para
silenciar secuencias genéticas a nivel post-transcripcional. Son esenciales en procesos
inmunologicos. Ejercen funciones complejas, ya que un solo microARN es capaz de
regular cientos de mARN, y cada mARN puede ser regulado por multiples microARN
(Liu & La Cava, 2014). Se han visto tipos especificos de microARN en el LES, y se han
correlacionado con el grado de actividad y con manifestaciones especificas. La expresion
reducida del microARN 146a se relaciona con la activacion de la via del IFN tipo I,
mientras que la de miARN 125a se relaciona con hiperproduccion de citocinas. También
influyen en la metilacién de ADN a través de modificaciones en la actividad de ADN
metiltransferasas (Deng & Tsao, 2014). Algunos autores consideran que la reduccion del
miARN 146a constituye un marcador de la enfermedad. Otros miARN asociados al LES
son el 155, que regula respuestas inmunes innatas y adaptativas, y el 182, que reduce la
produccién de IL-2. Ademas, la represion de ciertos miARNs pueden revertir
manifestaciones de la enfermedad. Se investiga también el papel de miARN como

biomarcador de la enfermedad e incluso como diana terapéutica (Tsokos, Lo, Reis, &
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Sullivan, 2016). El descubrimiento de cambios epigenéticos en las enfermedades
autoinmunes ha llevado a la investigacion de posibles terapias que puedan influir en
dichos fenomenos, como la modificacion de la metiltranferasa, la modulacion de la
acetilacion de histonas o la utilizacion de microARNSs especificos (Deng & Tsao, 2014)
(Liu, Kao, Manzi, & Ahearn, 2013).

8. COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), es un sistema de genes ubicados en el
brazo corto del cromosoma 6, (Figura 3) cuya existencia y funcién se ha conservado
durante la evolucidn, lo que demuestra su importante papel. Se caracteriza por ser
altamente polimorfico y poligénico y su patrén de herencia es mendeliano. EIl MHC
codifica para proteinas asociadas con la inmunidad adquirida y participa directa o
indirectamente en el procesamiento de péptidos y en la presentacion antigénica. Este
sistema es estrictamente regulado a nivel genético y sus componentes principales son las
moléculas HLA clase | y clase I, las cuales participan en la presentacion de péptidos tanto
intracelulares como extracelulares, respectivamente. (Vega Robledo, 2009)

a) Tipos de moléculas HLA

Los genes del Complejo Principal de Histocompatibilidad en el hombre son muy
polimorficos, es decir, existen muchas variantes alélicas en una poblacion que difieren en
sus distintas capacidades para unirse y presentar los diferentes determinantes antigénicos
de las proteinas. Segun su estructura, las moléculas de histocompatibilidad se dividen en
dos grandes grupos: moléculas de clase 1 y moléculas de clase 11, que se encuentran
codificadas por regiones distintas dentro de la regién genética del HLA y desempefian
diferentes funciones inmunologicas. (Vega Robledo, 2009)

Un haplotipo HLA es una region genética de un cromosoma que contiene todos los genes
HLA (excepto los que codifican la B2 microglobulina que se codifica en el cromosoma
15). Incluye los genes clase | "clasicos" o clase la: HLA-A, HLA-B y HLA-C; los genes
clase I no clasicos o Ib: HLA-E, HLA-F y HLA-G, y los genes clase II: HLA-DR,
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HLADQ y HLA-DP. Su herencia es codominante, por lo que el gen del padre y de la
madre se expresa en el fenotipo del hijo, y se expresan los dos alelos de cada locus.
(Lépez-Martinez, Chavez-Mufioz, & Granados, 2005)

El gen HLA-G esta localizado en el cromosoma 6, cerca del gen que codifica el locus del
gen HLA-A. El HLA-E esta localizado entre el HLA-C y el HLA-A, mientras que el
HLA-F esta situado cerca del HLA-G y el HLA-A. La estructura de los genes HLA de
clase | no clésico es muy similar a los genes de clase | clasicos. Sin embargo, existen
diferencias en relacion con el extremo 3' (cola citoplasmatica). La cola citoplasmatica
corta del HLA-G es importante para disminuir la endocitosis de la misma. (Lopez-
Martinez, Chavez-Mufioz, & Granados, 2005)

HLA
DP DQ DR B C E A G F
_ S — _
class Il class Il class |
Figura N2 3. Ubicacion de los genes HLA clase I, 11 y 111 en el brazo corto del

cromosoma 6 Fuente: (Torres Odio & Martinez Coérdova, 2011)

b) Moléculas HLA clase |

Las moléculas de los antigenos de histocompatibilidad de clase | estan constituidas por 2
cadenas polipeptidicas: una cadena pesada, glicosilada, de mayor tamafio, con un peso
molecular de 45 kD, asociada, mediante interacciones no covalentes a una cadena ligera, la

2 microglobulina con un peso molecular de 12.5 Kd (Figura5).

La B2 microglobulina es idéntica en todos los individuos de la misma especie, y los genes
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que la codifican no se encuentran en el Complejo Principal de Histocompatibilidad. Su
andlisis estructural revela que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas, con
una notoria homologia con el tercer dominio constante de las cadenas pesadas de las

inmunoglobulinas. (Lopez-Martinez, Chavez-Mufioz, & Granados, 2005)

Class | MHC

Peptide-binding
f cleft

pa-
microglobuin

Figura N° 4. Molécula HLA clase | Fuente: (Foroni, Couto, & Bettencourt, 2014)

La cadena pesada, por el contrario, es altamente variable entre individuos de la misma
especie, siendo responsable del polimorfismo antigénico de las moléculas de
histocompatibilidad clase 1. Se distinguen 3 zonas bien definidas: una zonaextracelular
de mayor tamafio en la que se encuentran los determinantes antigénicos de lamolécula, una
pequefia regién transmembrana, hidr6foba, y finalmente una regién intracitoplasmatica

de 35 aminoacidos. (LOpez-Martinez, Chavez-Mufioz, & Granados, 2005)

La zona extracelular se halla organizada en tres dominios de 90 residuos cada uno,
denominados al, a2 y a3, mantenidos por la existencia de puentes di sulfuro

intracatenarios. Los dominios al y a2 constituyen regiones de contenido variable de
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aminodcidos, es decir, son zonas donde radica la variabilidad de la molécula. El dominio
a3 es constante, pertenece a la familia de las inmunoglobulinas y tiene notable homologia

con la region constante de la 2 microglobulina (Figura N°5)

Hendidura de union
al peptido Vista superior de
hendidura union peptido
e
“::‘/
2
= Péptido
Figura N2 5. Estructura tridimensional HLA clase I. Fuente: (LOpez-Martinez,

Chéavez-Mufioz, & Granados, 2005)

La region que codifica las moléculas de clase | esta dividida en 3 loci conocidos como A,
B y C que codifican tres tipos de cadenas pesadas para las distintas moléculas de clase |
(HLA-A, HLA-B y HLA-Cw). Son los genes clase I “clasicos” que codifican para
glicoproteinas de membrana y estan implicadas en la restriccion del reconocimiento
antigénico mediada por linfocitos T citotoxicos. (Lopez-Martinez, Chavez-Mufioz, &
Granados, 2005)

Las moléculas HLA de clase | se expresan en la mayoria de las células nucleadas del
organismo. En algunas localizaciones, su expresion es minima o nula, como en las células
musculares, neuronas del SNC y fibroblastos. El INFa, INFf e INFy aumenta la expresion
del HLA tipo I. (Lopez-Martinez, Chavez-Mufioz, & Granados, 2005)

¢) Moleculas HLA clase Il

Las moléculas de clase Il son glicoproteinas que se encuentran en la superficie celular.
Estan formadas por 2 cadenas, denominadas cadena alfa o pesada y cadena beta o ligera,

asociadas entre si mediante interacciones de naturaleza no covalente. Tanto la cadena
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ligera como la pesada se encuentran codificadas por genes situados en el CMH. (Burgos,

2010)
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Figura N° 6. Molécula HLA clase 11

Fuente: (Burgos, 2010)

La cadena pesada tiene un peso molecular de 33 kD y la cadena ligera, 29 kD. Ambas

tienen una organizacion semejante. Estan constituidas por 2 dominios extracelulares a1l y

a2 enlacadenapesada, y 1y p2 enlacadenaligera. El dominio a1 es abierto, mientras que

los dominios a2, B1 y B2 se pliegan mediante un puente disulfuro en cada uno de ellos.

(Burgos, 2010)

Los dominios a2 y 32 pertenecen a la familia de las inmunoglobulinas, mientras que los

al y B1, que son los que presentan mayor diversidad, presentan homologia con los

dominios al y a2 de los antigenos clase I. Un tercer dominio corresponde a la region de

cada cadena que atraviesa la membrana celular, contiene unos 3 aminoacidos y es

hidrofobica. El cuarto dominio corresponde a la parte citoplasmatica de la moléecula, es
hidrofilica y tiene 16 aminoacidos. (Alfonso, 2009) (Burgos, 2010)
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En las moléculas clase II se encuentran los pares de genes que codifican las cadenas o y

B de los antigenos HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP.

Las moléculas de HLA de clase Il se expresan en la estirpe monocito, macrofagos,
linfocitos B activados, linfocitos T CD4+ activados y el endotelio vascular. También se
expresa en alta densidad, en células que actan como presentadoras de antigenos, como
las dendriticas del bazo, las epidérmicas de Langerhans y el endotelio. El INFy aumenta
la expresividad de HLA clase 1l en células que ya lo tienen (excepto linfocitos B) y células

que no lo tenian previamente. (Vega Robledo, 2009)

d) Expresion del HLA en enfermedades autoinmunes

El estudio del polimorfismo del HLA nos ayuda a comprender la susceptibilidad a
patologias autoinmunes. Se sabe que determinadas enfermedades se asocian con el
incremento de la frecuencia de un determinado alelo HLA y son de etiologia desconocida,
cronicas y con agrupamiento familiar. EI HLA es un factor de susceptibilidad o marcador
de riesgo identificado a pesar del polimorfismo de los alelos de clase 1 y 1I. (Anaya, JM
y Col., 2008)

Varias hipotesis explican los mecanismos de asociacién entre HLA y enfermedad:

v" Mimetismo molecular entre HLA y agentes infecciosos: existen
determinantes antigenicos cruzados entre Klebsiella sp., el HLA-B27 y la
espondilitis anquilosante. Las células T se activan por mimetismo molecular,

ya que un determinante inmunogénico de un antigeno exdgeno es
estructuralmente similar a un determinante propio

v" Modificacion de la estructura del HLA: por agentes infecciosos o agentes

quimicos.

v" Antigenos HLA como receptores: la presencia del HLA sobre la célula
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blanco es un requisito para que penetre el patdégeno a la célula y se desarrolle
la enfermedad.

v’ Déficiten la respuesta inmune: cualquier trastorno implica a antigenos HLA
y su participacion genética en la enfermedad.

v" Déficit de factores del complemento: solo o en desequilibrio génico con una
molécula HLA, se asocia a susceptibilidad de algunas enfermedades. El
déficit del factor C2 del complemento se asocia con DR3en LES, y el defecto
en el gen CYP21 de la 21-hidroxilasa se asocia con HLA-B47 en la
hiperplasia adrenal congenita.

v Fallo en la seleccién, llamado también ""agujero en el repertorio™: la
seleccion positiva 0 negativa de linfocitos T autoreactivos o moléculas
deficientes en la presentacion de péptidos antigénicos contribuyen a la

patogénesis de la enfermedad.

9. EXPRESION DEL HLA-G, POLIMORFISMO Y FUNCION

El gen HLA- G pertenece a la familia de moléculas de histocompatibilidad no clésicas y
se caracteriza por un limitado polimorfismo y una distribucion celular y tisular
restringida, presenta una secuencia y estructura bastante homologa con la de los genes
HLA clase | que presentan 3 dominios (a1, o2y a:3) que estan asociados covalentemente con
la B2-microglobulina. De igual forma el gen cuenta con 8 exones, 7 intrones y la regién
3'UTR, pero, a diferencia de los genes anteriores, presenta un codén de parada en el exén
6. (Foroni, Couto, & Bettencourt, 2014). El gen del HLA-G adopta siete formas proteicas
o0 isoformas, que son el resultado del empalme alternativo de un mismo RNA precursor,
cuatro de estas proteinas estan ligadas a la membrana (HLA-G1, G2, G3 'y G4) y las otras
tres son isoformas solubles (HLA-G5, G6 y G7).

Los transcritos HLA-G2, -G3 y -G4 no incluyen el exén 3, exén 3y 4 o el exon 4
respectivamente generando las isoformas truncadas. La isoforma —G3 solo presenta el
dominio al, -G2 el dominio al y a3 y —G4 el dominio al y a2, tienenen comun la region

transmembrana, el cual les permite expresarse en la superficie celular e inhibir las
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actividades citotoxicas de las células T y NK. (Foroni, Couto, & Bettencourt, 2014)

Los mecanismos inusuales para generar las proteinas solubles alternas del HLA-G
incluyen el codon de parada en el intron 4 para las isoformas —G5 y —G6, mientras que —
G7 presenta un coddn de parada en el intron 2. La molécula soluble completa HLA-G5
contiene el péptido lider, los dominios al, a2, a3 y excluye el dominio transmenbranal.
La isoforma truncada HLA-G6 no tiene el dominio a2 y excluye el dominio
transmenbranal, mientras que —G7 solo contiene el dominio al. (Rincdn & Manrique,
2014).
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Figura N°7. Representacion de las isoformas del HLA-G. L: secuencia lider; al, a2,

a3: dominios externos, DM: dominio transmenbranal; C: dominio citoplasmético; 3"UTR:

Regién 3 no traducida; Int 4: intron 4; la estrella indica lo codones de parada
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El locus HLA-G fue descrito por primera vez por Geraghty en 1987, y fue denominado
como HLA-6.0. El HLA-G se localiza en la region 6p21.3, muy cerca del locus HLA-A.
(Figura N°8)
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Figura N°8. Mapa del complejo mayor de Histocompatibilidad en la region

cromosdmica 6p21.3 Fuente: (Rincon & Manrique, 2014)

Una diferencia notable entre HLA-G y otros genes HLA clasicos, es su region promotora
Unica. Mientras que en los genes de HLA clésicos, los elementos promotores se localizan
dentro de 220 pb aguas arriba del codén de inicio ATG, los elementos reguladores HLA-
G se localizan en una region que abarca aproximadamente 1,5 kb aguas arriba de su codon
de inicio. Muchos elementos promotores de HLA clasicos se eliminan o modifican en la
region del promotor HLA- G, haciendo que la expresion de HLA-G no responda a los
factores estimuladores de HLA clasicos tales como NF-kB, IRF1 y CIITA. (Donadi, y
otros, 2011)
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Otra caracteristica notable del promotor de HLA-G es su variabilidad relativamente alta.
Hasta la fecha, se han identificado mas de 29 SNP en esta region, muchos presentan

elementos regulatorios casi conocidos.

a) Distribucion del HLA-G
La proteina HLA-G unida a membrana se expresa selectivamente en las células del

trofoblasto extravelloso de la placenta, las células endoteliales fetales, los macréfagos de
la mesénquima de las vellosidades coridnicas y las células epiteliales de la médula del
timo. Sin embargo, se han detectado niveles bajos de transcripcion de los genes HLA-G en
algunas células de tejidos adultos, como linfocitos T y B. Por otra parte, se ha observado
expresion de ARN mensajero del HLA-G en sitios como la region anterior del ojo, la piel,
los pulmones y en células renales, de ovario, colon e intestino. (Alfonso, 2009)

Las formas solubles del HLA-G se encuentran en el liquido amniético, en la sangre
periférica materna y en la de cordén. También expresan HLA-G unido con la membrana
las células del trofoblasto endovascular. El trofoblasto solo expresa HLA-G soluble. Las
moléculas HLA-G pueden expresarse ocasionalmente en fibras musculares y en células

epiteliales del higado y los tabulos renales.

Se ha detectado expresion HLA-G en células de estroma durante condiciones de
inflamacion, en biopsias de tumores y en suero de pacientes trasplantados. Estas 2 Gltimas
localizaciones han provocado que varios investigadores consideren que estas moléculas

participan en la produccién de tolerancia inmune a tumores y trasplantes. (Alfonso, 2009)

b) Polimorfismo de HLA-G
Con respecto a su polimorfismo, el HLA-G presenta un bajo grado de polimorfismo

presentando una limitada heterogeneidad de secuencias y pocos alelos descritos, en la
actualidad se conocen solo 58 alelos. (HLA Nomenclature @ hla.alleles.org, 2018) De
los 58 alelos reportados, 15 se asignaron por la nomenclatura de HLA.

El primer alelo descrito por Geraghty, el G*01011 (salvaje), se encuentra presente en casi

todas las poblaciones, aunque con una frecuencia variable del 32 % en poblaciones
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alemanas/croatas en contraste con el 83 % en poblaciones de Ghana. El alelo HLA-
G*01011 no involucra sustituciones en las secuencias de aminoécidos en comparacion
con otros alelos: como el alelo G*0103 (Thr31Ser), G*0102 (GIn54Arg), G*01013
(Phe241Ser) y G*01043 (Leul10lIso). (Barrios, y otros, 2012).

El G*0105N es el primer alelo nulo del HLA-G descrito, presenta una delecion de una
citosina (1597 del C) en la tercera base del coddn 129 o en la primera base del codén 130,
esto causa un cambio estructural que altera la secuencia de aminoacidos en el exon 3
(dominio a2) y genera un codon de parada prematuro en el exon 4. El HLA-G*0105N se
encontrd en una variedad de grupos étnicos con una frecuencia de 11,1% en poblaciones
africanas a un 0,6% en poblaciones danesas. No ha sido encontrado en poblaciones
caucasicas americanas o0 japonesas. Lam descripcién de individuos sanos homocigotos
para el alelo G*0105N indica que el HLA-G1 no es necesario para la supervivencia fetal.
(Rincon & Manrique, 2014)

Sin embargo, Van der Ven y Ober en 1997 demostraron por analisis desecuencias en el
exon 2 y 3 un excesivo polimorfismo del locus HLA-G en mujeres africanas no
emparentadas. Mediante SSP-PCR y secuenciacion, se observo un alto polimorfismo en
la region codificante en 18 individuos no relacionados CEPH (Centro de Estudios de los
Polimorfismos Humanos - Francia) y tres familias de referencia de CEPH, encontrandose
segregacion de los alelos HLA-G en la descendencia en heterocigotos. Esta segregacion
fue igual a la que se presenta para el haplotipo HLA clase I, aun en la descendencia de
HLA-B/C recombinante. (Rincon & Manrique, 2014)

Matte y colaboradores en el 2000 reportaron en 108 mujeres africanas no relacionadas
que participaron del proyecto del Instituto de Investigacion de Salud Materna e Infantil
(ZVITAMBO) una frecuencia de un 39,3% para el alelo HLA-G*01011 el maés
predominante en la poblacion de estudio, seguido por el alelo G*01041 (20,4%), con
una frecuencia similar a la reportada en Japoneses (38%) y poblaciones Hutterite

(20%) y se encontro el alelo nulo G*0105N con una frecuencia relativamente alta de
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11,1% en esta poblacion que histéricamente posee una gran cantidad de patégenos, lo que
hace especular que la reduccion en la expresion del HLA-G podria estar asociada con un
aumento en el numero de células T uterinas maternas, siendo benéfico en infecciones

intrauterinas. (Rincon & Manrique, 2014)

En base a la fase gamética (haplotipos) 72 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) se
observaron entre el exén 1y el intrén 6, se definieron 44 alelos de codificacion HLA-G
(IMGT, base de datos 2.28.0, enero de 2010). Teniendo en cuenta la region entre el exén
1y el exon 6, que codifica la porcion externa y la region transmembranal de la molécula
HLA-G, todos estos segmentos presentan varias variaciones de nucleétidos. La region de
codificacion de la cadena pesada exhibe 33 SNP; sin embargo, solo se observan 13

variaciones de aminoacidos, 4 de ellas en al, 6 en a2 y 3 en el dominio a3. (Donadi, y

otros, 2011)

Por otro lado, los exones 1 y 5 presentan solo dos sustituciones sinénimas, por lo tanto,
la péptida sefial y la porcion transmembranal de la molécula son invariables. A pesar de
la variabilidad limitada de las proteinas, las sustituciones de aminoécidos pueden explicar
la funcion biol6gica de HLA-G, incluida la union de péptidos, la produccion de isoformas

y la capacidad de polimerizar y modular células del sistema inmunitario.

c) Polimerizacion
La presencia de un residuo de cisteina en la posicion 42 en el dominio al de la cadena

pesada es una caracteristica unica de la molécula HLA-G, que permite la formacion de
dimeros a través de un enlace disulfuro intermolecular Cyst42-Cyst42. Los dimeros
pueden formarse por monoémeros HLA-G recombinantes, moléculas unidas a la
membrana y solubles en células transfectadas (Boyson, y otros, 2002), unidas a la
membrana en la superficie de células que expresan HLA-G enddgenamente, e incluso por
HLA-G libre de B2-microglobulina (Gonen-Gross, y otros, 2005). Una vez formado el
dimero, tiene una orientacion oblicua, exponiendo los sitios de union para CD8 y

receptores similares a inmunoglobulina leucocitaria B1/B2 (LILRB1/LILRB2, también

50



conocida como LIR1/LIR2, ILT2/ILT4 y CD85j/CD85d), permitiendo tener un dimero
de HLA-G que pueda interactuar con dos moléculas LILR o CD8. Ademés de
proporcionar una mayor afinidad por los LILR en relacion con los monomeros, los
dimeros HLA.G exhiben un aumento de la sefializacion intracelular mediada por LILR.
(Shiroishi, y otros, 2006)

Ninguno de los alelos HLA-G ya descritos presenta variacion de nucledtidos en el codon
42 (TGT) que codifica el residuo de cisteina. Por lo tanto, aparentemente todos los alelos
que codifican moléculas de HLA-G no truncadas pueden formar dimeros. Dado que la
interfaz del dimero se puede estabilizar mediante interacciones electrostaticas y de enlaces
de hidrogeno, es posible que los residuos polimorficos cercanos puedan influir en la
estabilidad del dimero o alterar la flexibilidad del enlace disulfuro Cyst42-Cyst42.
(Donadi, y otros, 2011)

d) Polimorfismos de la region HLA-G 3'no traducida (UTR)
Dado que el exon 7 siempre esta ausente del mMARN maduro y, debido a que el codon de

terminacion esta en el exdn 6, el exdn 8 no se traduce, se ha considerado que este segmento
genético es el 3'UTR del ARN maduro.

El HLA-G 3'UTR contiene varios elementos reguladores, que incluyen sefiales de
poliadenilacion y elementos ricos en AU, asi como sefiales que regulan la expresion
espacial y temporal de un mARN. Las transcripciones primarias deben ser procesadas y
unidas por proteinas antes de ser exportadas al citoplasma (Aguilera, 2005). En este
proceso, se agrega la proteina Cap, los intrones se eliminan mediante la reaccion corte y
empalme y los extremos 3"se escinden y se poliadenilan. EI complejo Cap-binding (CBC)
se une a las estructuras capilares monometiladas 5y proteinas de union poli (A) (PAB) a
la cola 3"para exportar componentes particulas de ribonucleoproteinas mensajeras
(mRNP) necesarias para el transporte y traduccion de mARN. Las proteinas que se unen
a un mARN pueden influir en su traduccion, localizacion y degradacién, y cualquier
polimorfismo en 3’'UTR de un gen determinado puede influir en las propiedades de union.
(Kuersten & Goodwin, 2003)
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La disponibilidad del mARN para la traduccion se equilibra constantemente por la fuerza
opuesta de la retencion y degradacion del mARN, en la que los transcritos no funcionales
y deletéreos pueden eliminarse antes de la traduccion. Ademas, un 3"UTR de un gen dado
puede ser un objetivo para microARN (miARN), que son pequefios ARN no codificantes
con aproximadamente 22 nucleotidos procesados a partir de precursores mas largos. Los
miARN pueden regular negativamente la expresion genética por supresion de la
traduccidn, degradacion del ARN o ambos. El primer miARN se informé en 1993, y se
han notificado mas de 600 hasta la fecha. (Griffiths-Jones, Grocock, van Dongen,
Bateman, & Enright, 2006).

El gen HLA-G exhibe un 3"UTR que presenta motivos ricos para AU, una sefial polo A, y
varios sitios polimorficos que pueden influir potencialmente en la transcripcion de HLA-
G, la traduccion o ambos mediante varios mecanismos diferentes. Entre ellos vale la pena

mencionar:

e La presencia (insercion) o ausencia (delecién) de un fragmento de 14 pb

(polimorfismo INDEL) que se ha asociado con la estabilidad del mARN.

e EISNP en la posicion +3142, que puede ser un objetivo para ciertos miARNS, que
pueden degradar el mMARN de HLA-G.

e EI SNP en la posicion +3187, que estd relacionado con la estabilidad y

degradacion del mMARN

e) Funciones inmunoldgicas
Es de destacar que la forma soluble de HLA G, denominada sHLA-G es generada

especialmente por la secrecion de las formas solubles de HLA G5y las no dldsHLA G1,

la cual tiene la caracteristica de ejercer propiedades inmunosupresoras como Ser:

e La inhibicion de la actividad citotoxica de linfocitos T citotoxicos (CTL) y NK

células.
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e Lainduccion de la apoptosis de las células T CD8 activadas y las células NK.

¢ Inhibicion alogénica de proliferacion las celulas T CD4 y la interferencia sin
alteracion de la secuencia de las células T CD4.

e Lainduccidn de tolerancia de las células dendriticas asociadas con la inhibicion

de su maduracion.

La inhibicion mediada por HLA-G de las funciones de ambas células inmunes innatasy
adaptativas depende de los tipos celulares y de los perfiles de los receptores HLA-G que
expresaron. Al unirse a los receptores expresados en varias células, como a los receptores
KIR en células NK, ILT4y LIR-1/ILT2, HLA-G podria inhibir directamente las funciones
de las células NK, linfocitos T citotéxicos (CTL), células B, neutréfilos y células
dendriticas (DC). EI HLA-G también tiene actividades inmunorreguladoras indirectas de
larga duracion induciendo células tolerogénicas que incluyen células reguladoras T (TregQ)
que expresan HLA-G, células T CD4 y CD8, células T reguladoras de tipo 1 (Tr1), supresor
derivado de mieloides (MDSC) y DC-10. (Figura N° 10) (Aifen & Wei-Hua, 2015)
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Figura N°9. Funciones tolerogénicas de HLA-G mediante la unidén a receptores

expresados en diferentes tipos de células inmunitarias
2015)

Fuente: (Aifen & Wei-Hua,

La naturaleza de los receptores de HLA-G esde considerable interés, ya que estos, acttan

en la induccidn o inhibicion de cierto tipo de células o citoquinas, favoreciendo de esta

forma las funciones de HLA-G como la tolerancia inmune.
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I. Interaccion HLA-G con las NK
Moretta y colaboradores en 1994 demostraron que la actividad de la natural killer puede
regularse por antigenos HLA clase I: algunos alelos HLA-C y —B presentes en células
blanco actuando como moléculas protectoras contra la lisis de NK y constituyen ligandos
especificos para los receptores de las células

El HLA-G inhibe la citélisis de las NK por dos vias, principalmente liberando sefiales
inhibitorias a las NK. La primera, una via directa, a través de la interaccion con los
receptores inhibitorios de las natural killer (KIRs), incluyendo ILT2/LIR1 (presentes en
células NK, células mielomonociticas, linfocitos T y B), ILT4/LIR2 (selectivamente
expresado en monocitos, macrofagos y células dendriticas), p49 (presente en células NK
deciduales) y KIR2DL4 (expresados en NK y linfocitos T) actuando directamente con el
HLA-G. Sin embargo, ILT2, ILT4, p49 pueden interactuar con otras moléculas clasel del
HLA.

El segundo mecanismo, una via indirecta, consiste en la interaccion con el receptor
CD94/NKG2 (miembro de la superfamilia de las lectinas C) del HLA-E (expresado enla
superficie de los NK) que contiene un péptido lider derivado del HLA-G inhibiendo asi la
actividad de las NK. ElI HLA-E esta involucrado en la regulacion positiva y negativa de
citotoxicidad de las NK. (Alfonso, 2009)

Rouas-Freiss y colaboradores encontraron que la transfeccion de las isoformas truncadas
HLA-G2, -G3 y -G4 pueden inhibir la actividad litica de las NK, esto podria ser muy
importante durante los procesos patoldgicos y fisioldgicos en los cuales la expresion del

HLA-G1 se encuentre alterada.

ii. Interaccion de la HLA-G con las células T
Le Gal y colaboradores fueron los primeros que mostraron que el HLA-G inhibe los
linfocitos T citotoxicos. Esta molécula inhibe la proliferacion de la respuesta de las
células T durante la reaccion primaria alogénica. Ademas, la diferenciacion de las células
T pueden reconocer y unirse al HLA-G, de este modo, es posible que pueda servir como

un factor de reconocimiento y activacion por las células CD8+, actuando como supresor
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citotoxico de las células T. (Alfonso, 2009)

Recientemente, se demostro que el HLA-G5 puede ser blanco en la apoptosis in vitro de
las células CD8+ activas por interaccion con la molécula CD8, ademaés, se encontr6 un
aumento de la expresién de CD95L en CD8+ CTL, por tanto, la apoptosis puede ser
consecuencia de la interaccion CD95/CD95L. El HLA-G5 es principalmente expresado
en la placenta, y puede tener otras funciones como lack contribuir a la eliminacion de
CD8+ aloreactivos maternos de las células T in vivo en la interface materno fetal a través
de la via CD95/CD95L. La modulacién de la respuesta de las células T por el HLA-G
podria ser importante en el rechazo de trasplantes, debido a que es mediado

principalmente por los linfocitos T. (Alfonso, 2009) (Rincon & Manrique, 2014)

Iii. HLA-G en el embarazo
Las células de trofoblasto humano son Gnicas en comparacion con otros tejidos somaticos,
ya que, no expresan las moléculas clase HLA-A y HLA-B, sélo se expresa el HLA-G.
Por tanto, el HLA-G cumple un papel crucial en la tolerancia inmunitaria feto-materna,
dada que, se expresa desde los primeros dias siguiente a la fecundacion desde el momento

en que el 6vulo se implanta en la pared uterina.

La expresion del HLA-G en el trofoblasto durante el embarazo, sugiere un rol en la
proteccidn del feto semialogénico contra la lisis de las NK maternas y la respuesta de los

linfocitos T alo-citotoxicos. (Rincon & Manrique, 2014)

La interface materno-fetal es un compartimiento inmune tolerado Unico en el que existe
un gran namero de células inmunes maternas tales como células asesinas naturales (dNK),
células T y macrofagos, junto con los trofoblastos fetales extravulosos (EVT) que ademas
de expresar HLA-G también expresan HLA-C yun bajo nivel de HLA-E. De estos, HLA-
C es el Unico antigeno polimorfico capaz de provocar una alo-respuesta especifica del
antigeno, y la incompatibilidad del HLA-C se ha asociado con la activacion de las células
T y la induccidn de las células Treg en la interface materno-fetal. HLA-C que esta

representado por los grupos de alotipos C1 y C2 y moléculas no polimorficas HLA-E
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también son potentes ligandos para los receptores inhibidores de NK.

Por lo tanto, el HLA-G puede no ser necesario para inhibir la citotoxicidad de NK contra

EVT al nivel de una interaccion individual o sinapsis inmune.

HLA-G interactta con tres receptores, el receptor 2DL4 de tipo Ig de células asesinas
(KIR2DL4 o0 CD158d) y los receptores B1 (LILRB1, ILT2 o0 CD85j) y B2

(LILRB2, ILT4 o CD85d) similares a Ig de leucocitos, que se expresan mediante Células
NK y macrdfagos. Todos estos contienen un motivo de activacion, asi como un motivo
inhibitorio. Funcionalmente, se ha demostrado que la interaccion de células que expresan
HLA-G con NK disminuye la citotoxicidad y aumenta la produccién de citoquinas tales

como IL-6 e IL-8 (Tilburgs, Evans, Crespo, & Strominger, 2015)

Tanto el MARN como sus isoformas se expresan en embarazos ectopicos. Este patron de
expresion del HLA-G en los trofoblastos no es afectado por la composicién cromosémica
del feto, y ellosugiere que la expresion del HLA-G es independiente del desarrollo
embrionario. Ademas, HLA-G esta asociado con algunas complicaciones en la gestacion,
tales como las infecciones intrauterinas, en pre-eclampsia y en aborto recurrente

espontaneo. (Vazquez-Rodriguez, Bouchan-Valencia, & Gonzélez-Jiménez, 2011)

Estudios de patologias gestacionales han presentado patrones de expresion alterados del
HLA-G en el trofoblasto, con un déficit de la proteina en pacientes con pre-eclampsia,
ademas se ha encontrado la ausencia o reduccion de la expresion del HLA-G mediante
hibridacidn in situ. (Vico Zufiiga, 2007)

HLA-G es un componente clave en los procesos de invasion del trofoblasto, en la pre-
eclampsia presenta baja invasion del trofoblasto resultando en la inadecuada
remodelacion de los vasos sanguineos uterinos y perfusion de la placenta. Brien en el 2001,
analizo la expresion del HLA-G en 10 placentas normales, en una placenta con PIH
(hipertension inducida por el embarazo) y 6 placentas con pre-eclampsia leve realizando
la comparacion con lineas celulares de coriocarcinoma JEG-3 por RT-PCR y Southern.

Cuando se realizo la amplificacion de los exones 2, 5y 6 se observaron 3 bandas bien
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definidas que corresponden a las isoformas HLA- G5/HLA-G1, HLA-G2/HLA-G4
(misma longitud) y HLA-G3. La isoforma HLA-G3 se encontrd ausente en casi todas las
muestras de pre eclampsia leve, indicando mecanismos alterados en la transcripcion del
HLA-G asociados con la enfermedad. (Rincon & Manrique, 2014)
iv. Expresion del HLA-G en el cancer

La expresion de HLA-G en el cancer se demostro por primera vez en el contexto del
melanoma. Desde entonces, se ha estudiado la expresion de HLA-G en mas de 2.000
muestras malignas entre treinta tipos de tumores que incluyen tanto neoplasias malignas
solidas como hematoldgicas, en las cuales se observo la expresion de HLA-G sobre la
superficie celular de estas células. Se evidencio que existe, una alta frecuencia de
expresion de HLA-G de la superficie de las células tumorales con una ausencia en tejido
sano, detectandose también niveles aumentados de SHLA-G en diversos fluidos
corporales de diversos tipos de cancer. Se observo que la expresion de HLA-G estaba
correlacionada con parametros clinicos tales como estadio de enfermedad avanzado,
metastasis tumoral y/o con el peor prondstico en pacientes, lo que indica que el HLA-G
podria facilitar la evacuacion inmune tumoral, la invasividad y la metéstasis. (Porras-
Dorantes & Garcia-Ortiz, 2014)

Las vesiculas extracelulares (VES) juegan un papel importante en el sistema inmune ya que
pueden mejorar o suprimir el sistema inmunitario, actuando como agentes reguladores en
la respuesta inmune. Las VEs derivadas de los tumores pueden actuar en conjunto con

varios factores solubles tales como: PGE2, IDO y HLA-G.

Riteau et al., describieron por primea vez la presencia de HLA-G dentro de EVs (HLA-
G-EVs) en el sobrenadante de la linea celular de melanoma (HLA-G positivo) y en
microambiente tumoral.

En las células del carcinoma de células renales HLA-G-EVs perjudican el proceso de
diferenciacion de los monocitos en DC, inhibiendo la activacion de las células T y la

proliferacion.
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El aumento de HLA-G-EVs en sangre periférica se ha relacionado con las células
tumorales de las células madre circulantes y con mal prondéstico. Ademas, altos niveles
de HLA-G soluble en el flujo sanguineo sugieren un mejor pronostico, lo que demuestra el
papel diferencial de las fracciones solubles de HLA-G dependiendo de la encapsulacion o
no dentro de EVs. (Grange & Camussi, 2017)

v. HLA-G y lupus eritematoso sistémico

Se ha descrito una funcién inducible por tolerancia de la molécula HLA-G en respuestas
celulares innatas y adaptativas, lo que sugiere un papel en las enfermedades inflamatorias.
Se ha asociado un polimorfismo de insercion o delecién de un segmento de 14 pares de
bases (14 pb) en el exon 8 en la region no traducida 3’ (3 UTR) en el gen HLA-G lo que
ha atraido recientemente la atencidn, ya que, en algunos estudios se demostro que dicho
polimorfismo de HLA-G esté asociado con la estabilidad del ARNm, impidiendo de esta
manera una adecuada participacion en la regulacién post- transcripcional de la molécula

HLA-G, lo que impide una inadecuada expresion de la molécula HLA-G. (Rizzo, 2008)

10. INMUNOGENETICA COMO INSTRUMENTO DE DIAGNOSTICO DE
ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Debido a la importancia que tiene el Complejo Mayor de Histocompatibilidad en el
control genético de la respuesta inmunitaria y por ende en la homeostasis de la
inmunoregulacién se emplean técnicas de biologia molecular para la determinacién de
ciertos genotipos en pacientes con la finalidad de comparar si dicho genotipo se encuentra

asociado con susceptibilidad a enfermedades autoinmunes como LES.

v" PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
La reaccién en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica

millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en los
que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la reaccion aprovecha la actividad
de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN

en las células. En la reaccién, si usamos como sustrato ADN gendmico, entonces
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tipicamente hablamos de una PCR, pero si usamos ADN complementario (ADNC)
proveniente del ARNm (&cido ribonucleico mensajero) se le conoce como RT-PCR

(Reverse Transcription-PCR, por sus siglas en inglés).

Cada ciclo de la PCR se lleva a cabo en tres etapas principales: desnaturalizacion,
hibridacion y extension

Desnaturalizacion. Para que pueda iniciarse la reaccion es preciso que las moléculas de
ADN molde se encuentren en forma de cadena simple. Esto se consigue aumentando la
temperatura de 90 a 95°C para que produzca la rotura de los enlaces de los puentes de
hidrogeno intercatenarios y la consecuente separacion de la doble hebra. Para asegurar la
completa separacion de la doble cadena del ADN, esta temperatura debe mantenerse unos
minutos. Si el ADN solo se desnaturaliza parcialmente éste tendera a renaturalizarse muy
rapidamente dificultando con esto el proceso de hibridacion.

Hibridacion: Una vez que el ADN esta desnaturalizado se disminuye la temperatura de
la reaccion hasta un rango comprendido entre los 40 y los 60°C para que se pueda producir
la hibridacion especifica de los cebadores a las secuencias flanqueantes del fragmento que
se desea amplificar, la temperatura a la que se realiza esta etapa debe establecerse para
cada reaccién en funcion de la longitud de los cebadores y su secuencia (temperaturas
inferiores a la dptima nos produciran hibridaciones inespecificas de los cebadores y
temperaturas superiores nos dificultaran la eficiencia de la misma.

Extension: En esta etapa, la Taq polimerasa actta sobre el complejo templado-primers 'y
empieza su funcion catalitica a una velocidad muy rapida; agrega dNTP’s
complementarios para crear las cadenas completas de ADN. La extension de las cadenas
es en direccion de la sintesis del ADN, esdecir, de 5> a 3’. La temperatura Optima para la
reaccion es de 72 °C, ya que a esa temperatura la enzima es funcional. Al final del ciclo, se habran

formado los amplicones con un tamafio dictado por el nimero total de pares de bases (pb) que

debera ser conocido por el investigador.
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Figura N° 10. Proceso de la Reaccion en Cadena Polimerasa Fuente: (Biotechnologies,
2017)
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V1. OBJETIVOS

a) OBJETIVO GENERAL

Evaluar la posible asociacion entre el polimorfismo genético del HLA-G, con
la susceptibilidad a Lupus Eritematoso Sistémico y sus manifestaciones
clinicas en pacientes que asistieron al Instituto SELADIS durante los afios
2015y 2016.

b) OBJETIVOS ESPECIFICOS

Optimizar la prueba de PCR para la identificacion de la insercion o delecién
de un fragmento genético de 14 pb en la region 3'UTR del gen que codifica la
proteina SHLA-G.

Identificar los signos y sintomas que reportan con mayor frecuencia los
pacientes en el transcurso de su enfermedad.

Establecer las caracteristicas demograficas de los pacientes involucrados en el
estudio.

Comparar las frecuencias genotipicas y alélicas del locus HLA-G en pacientes
con lupus eritematoso sistémico frente a un grupo de pacientes control.
Determinar la relacién entre las caracteristicas clinicas y seroldgicas con el

polimorfismo del gen HLA-G en pacientes lUpicos.
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VIl. DISENO METODOLOGICO
a) Disefio del estudio
I. Tipo de disefio

El presente trabajo corresponde a un estudio caso y control

ii. Flujograma de la investigacion

Captacién de Informar sobre Ia

? 48 investigacién, Criteri i No se toma en
e riterios de Inclusion NO CUMPL

pauentets Ill.lpICOS y consentimiento Exciusion y . cuenta para la

controles informado investigacion

SI CUMPLE

Obtencidn de suero
para pruebas
inmunoseroldgicas

e

Muestra parala
——> | extraccidn de ADN
humano

Toma de muestrae
historia clinica

Y Y

Almacenamiento de
ds-DNA por ELISA Extraccién de ADN muestras para
genoteca
Ne

Y

Optimizacidn de la
PCR

|

v v
Rleminadion Analisis estadisticos Obtencién de
edsioiasodadion de asociacion de a |€ R

gen}e:{t:.c: éES y enfermedad moleculares

b) Poblacién en estudio

La poblacion en estudio con la que se trabajé, fue admitida mediante criterios de inclusion
y exclusién que fueron definidos bajo los parametros que se describen mas adelante, los
cuales ayudaron a captar tanto pacientes lupicos como los pacientes (sin la enfermedad)
control. El 95% de la poblacion total proviene de la ciudad de La Paz y el restante del
interior del pais, los cuales asistieron al Laboratorio de Histocompatibilidad e

Inmunogenética del Instituto de Servicios de Laboratorio de Diagnostico e Investigacion
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en Salud (SELADIS) durante los meses de enero del 2015 hasta abril del 2016.

c) Descripcién de la poblacion
I.  Grupo caso
i) Criterios de inclusion

e Personas de cualquier género, mayores de edad que cumplan al menos con cuatro
de los once criterios para el diagndstico de Lupus Eritematoso Sistémico
establecidos por el Colegio Americano de Reumatologia y que tengan confirmada
la enfermedad mediante clinica y laboratorio.

e En caso de pacientes menores de edad se solicit6 el consentimiento de su padre,
madre, tutor o apoderado para incorporarlo al estudio.

i) Criterios de exclusion

e Seexcluyo del estudio aaquellos pacientes que presentaron otras patologias de tipo
autoinmune ademas de LES.

e Se excluyd del estudio a todas las personas cuyos médicos tratantes no estuvieron
de acuerdo que sus pacientes participen del estudio.

e Seexcluyd del estudio a todos los familiares de los pacientes lUpicos debido a que
este no es un estudio de analisis de ligamiento genético mediante la segregacion
familiar.

iii) Criterios de eliminacion

e Se excluyo del estudio a los pacientes que después de haber sido involucrados en
el estudio decidan no formar parte del mismo, los datos obtenidos tampoco fueron
tomados en cuenta en el analisis final de los resultados.

e Pacientes que después de haber aceptado su participacion no asistieron a la toma

de muestra.

ii.  Grupo control
i) Criterios de inclusion

e Pacientes de cualquier edad y sexo a quienes se descartd la presencia de LES u

otras enfermedades autoinmunes y quienes firmaron el consentimiento informado.

64



iii.  Criterios de exclusion
e Se excluyeron a las personas que presentaron antecedentes familiares de
enfermedades autoinmunes.
d) Tamano de la muestra
El tamafio maestral fue definido mediante la férmula de estimacién de la proporcién
poblacional infinita, con un intervalo de confianza del 95%, y haciendo énfasis en los
criterios de inclusion y exclusion del estudio y en la capacidad de financiamiento del
mismo. El tamafio de muestra calculado para el presente estudio fue de 94 pacientes,
siendo que en el mismo fueron incorporaron 120 pacientes lGpicos (casos) y 112 pacientes
sin la enfermedad (controles).
e) Lugar
Este trabajo se realiz6 en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del
Instituto SELADIS dependiente de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas
de la Universidad Mayor de San Andrés.
f) Financiamiento
El presente estudio fue financiado con recursos provenientes del Impuesto Directo a los
Hidrocarburos (IDH) gestiones 2010 — 2011 de la Universidad Mayor de San Andrés,
como parte del proyecto concursable “Determinacion de la asociacion genética de los
polimorfismos de gen que codifica la enzima convertidora de angiotensina, los loci HLA-

DR y HLA-DQ con la susceptibilidad a Lupus Eritematoso Sistémico”
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VIII. MATERIAL Y METODOS
a) Toma de muestra

Antes de la toma de muestra se realiz6 una historia clinica (anexo N° 3) a cada paciente
con el objeto de aplicar los criterios de inclusion y exclusion y otra informacion relevante
para el trabajo. Luego se procedio a la toma de muestra en dos tubos diferentes, en uno
de ellos se extrajo 6 mL de sangre periférica con anticoagulante EDTA-Ks para la
extraccion del material genético y en el otro tubo se tomé 5 mL de sangre periférica sin

anticoagulante para las pruebas seroldgicas.
b) Pretratamiento de la muestra

Las muestras sin anticoagulante se centrifugaron a 2000 rpm por 5 minutos, luego se
procedio a separar el suero para poder realizar las pruebas seroldgicas. El suero se conservé

a — 20°C hasta el momento de su procesamiento.

En el caso de las muestras con anticoagulante para la extraccion del material genético, se
procedio a centrifugarlas a 3000 rpm por 10 minutos y se las guardé a — 20°C hasta el

momento de su procesamiento.

¢) Extraccion y cuantificacion de ADN
La extraccion de ADN se realiz6 segun el protocolo propuesto por el kit FAVORGEN
(Biotech Corp USA.) en el cual se centrifugd la muestra de sangre periférica con EDTA a
3000 rpm por 10 minutos, luego se desecho el plasma y se homogeniz6 lamuestra para
luego tomar 200 uL y traspasarlos a un tubo Eppendorf nuevo, al mismo, se le agreg6 20
pL de Proteinasa K (0,001 %) y 200 pL de Buffer FABG (formula de reactivo protegida
por el fabricante, FAVORGEN, USA) el cual contiene altas concentraciones de sales
caotrdpicas, y aplicando la fuerza mecénica e incubando 15 minutos a 60°C se obtuvo los
nucleos con el ADN libre y laxo para poder extraerlo. Luego se afiadié 200 uL de etanol
absoluto para poder precipitar la muestra, aplicando fuerza mecéanica por medio del
vortex. Se trasvaso el contenido del tubo a la columna FABG que contiene la membrana
de silica, y mediante centrifugacion a 14000 rpm por 1 minuto con 30 segundos se separd

el ADN de otros contaminantes. Posteriormente se realizaron dos lavados, uno con 500
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puL de la solucion W1 que tiene pequefias cantidades de sales caotrdpicas y etanol
absoluto, esto para poder concentrar la muestra de ADN en la membrana de silica y por
ultimo con 750 pL de buffer de lavado, esto para poder eliminar cualquier tipo de
impureza que se haya quedado atrapada en la membrana. Finalmente se trasvaso la
membrana de silica a un tubo Eppendorf nuevo para afiadir 200 pL de Buffer de elucion,
al cual se lo deja actuar por 3 minutos para que la muestra de ADN atrapada en la
membrana se hidrate y sea liberada al tubo. El pellet obtenido se lo conservo a 4 °C hasta

el momento de su uso.

Se realizd la cuantificacion del ADN obtenido por medio de espectrometria UV,
obteniendo una concentracién de ADN en un rango de 50 a 200 ng/uL y una pureza de
ADN entre 1.5 y 1.8, determinando de esta forma la buena calidad del ADN. Para dicho
procedimiento se tomo6 20 muestras a las cuales se les realiz6 una dilucion de 1:50, para

ser leidas a una relacién de D.O. (densidad 6ptica) de 260/280 nm.

d) Primers empleados para la hibridacion la secuencia de 14 pb de la region 3" UTR
del gen HLA-G

La secuencia de cebadores “forward” y “reverse” empleados en el presente trabajo
corresponde a las empleadas por los estudios de C.R Consiglio et. al (2011), Wu et al,
(2008), Rizzo y col, (2008), entre otros, quienes validaron el empleo del uso de estos
cebadores para amplificar la secuencia de 14 pb de la region 3" UTR del gen HLA-G.
Independientemente a los estudios realizados por estos autores se realizo la confirmacién
de la especificidad de los cebadores por la secuencia a estudiar y descartando asi la posible
hibridacién en otras regiones del genoma humano u otras especies. EI programa BLAST
mostro un 100% de especificidad tanto en el cebador “forward” como del “reverse” hacia
la region estudiada en el presente trabajo. Los cebadores fueron disefiados por la empresa

Invitrogen (USA), estando constituidos por las siguientes secuencias:

Forward 5"-GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC-3

Reverse 5-GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA-3
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e) Optimizacion de laPCR

La optimizacion de la PCR se realizé a partir de las condiciones propuestas por C. R.

Consiglio et al (2011): precalentamiento a 94°C por 2 minutos; desnaturalizacién en 35

ciclos a 34°C por 30 segundos; 64°C por 60 segundos y 72°C por 60 segundos; extension

final de 72°C por 10 minutos.
La preparacion de master Mix fue realizada en 25 uL: Buffer 1X, dNTP 0.2 mM, MgCI2

1.5 mM, Taq ADN polimerasa 0.75 U y 10 pmol de cada primers (forward 5-
GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC-3’ y
GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA-3

reverse

5.

Para realizar la preparacion del master mix de la PCR, primero se realizé los calculos para

establecer la concentracion final a la que cada uno de los constituyentes del mix debian ser

empleados. Una vez sembradas las muestras y el control negativo (agua libre de

nucleasas), se colocd a cada tubo de PCR una gota de aceite mineral pesado. En el

presente estudio se empleo la polimerasa: Platinum Tagq ADN polimerasa (Invitrogen,

USA).

Tabla N° 5. Célculos realizados para obtencion de concentraciones ideales de los

reactivos para la elaboracion del Master MIX de la PCR

Concentracion Concentracion final | Volumen Volumen por

inicial por tubo 11
Buffer 10 X 1X 2 UL 22 uL
DNTPs 5mM 0,2 mM 0,8 puL 8,8 L
Forward 10 uMm 0,5 uM 1uL 11 pL
Reverse 10 uM 0,5 uM 1uL 11 pL
MgCl2 25 mM 1,5mM 1,2 uL 13,2 uL
TAQ 5 U/uL 0,08 U/uL 0,3 UL 3,3 uL
H20 8,7 UL 95,7 uL
Total 15 uL 75 pL
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e Condiciones de la temperatura de hibridacion la PCR
Para obtener la temperatura 6ptima para el paso de hibridacién de la PCR se realiz6 un
gradiente de temperatura desde 55°C hasta 65°C, con una temperatura de
desnaturalizacion de 94°C, donde se pudo apreciar que la temperatura ideal de
alineamiento en la PCR optimizada es a 57.5°C. Todos los procesos de termociclado del
presente trabajo se realizaron en un termociclador Nexus GSX1 (Eppendorf, Alemania).

f) Revelado de los productos de PCR amplificados
Para el revelado de los amplicones obtenidos se utilizé el método de electroforesis en gel
de agarosa al 5% utilizando como diluyente el tamp6n TBE al 1X (Tris, Acido Bérico y
EDTA) para 150 mL y el intercalante de &cidos nucleicos SYBR Green 7uL al 10.000X.

En el gel de agarosa preparado, se sembrd 7 uL de las muestras correspondientes segun
el orden establecido y se procedié a la programacion de la fuente de poder: 150 voltios,

350 miliamperios por 30 minutos.

Una vez finalizado el tiempo de corrida electroforética se realizo el revelado de los geles
con la ayuda de un transiluminador de luz azul Safelmagertv 2.0 (Invritrogen, USA) y
se observo los productos amplificados, a los mismos se le sacaron fotografias para el

archivo correspondiente.

g) Interpretacion de resultados
Segun los productos amplificados se obtuvieron 3 posibles formas de amplificacion de

los amplicones:

- Heterocigoto I/D (insercién/delecién) con 210/224 pb
- Homocigoto D/D (delecion/delecion) con 220 pb
- Homocigoto I/ (insercién/insercién) con 224 pb
Segun el tipo de amplificacion obtenida se puede indicar si el paciente o los casos poseen

o no la insercién o delecion de los 14 pb buscados en esta investigacion (Fotografia N°1).

69



224/210 pb
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negativo
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Bandas Homocigota
Heterocigotas 210 pb

Fotografia N°1. Gel de agarosa al 5% con la presencia de los productos amplificados

de los casos y controles y control negativo.

h) Evaluacién inmunoserolégica
Para el andlisis de los niveles de autoanticuerpos de los pacientes lupicos, se utilizé la
técnica de ELISA (Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzima) indirecto tipo
sandwich, por el cual se midié niveles de anticuerpos IgG e IgM Anti-dsADN por el kit
Trinity Biotech, USA.

El procedimiento se realizo siguiendo el protocolo del inserto del kit comercial empleado,
se utiliz6 como material bioldgico suero de los pacientes lUpicos, en los cuales se
encuentran los anticuerpos en estudio, que entran en contacto con los antigenos
purificados que se encuentran unidos en la fase solida de los micropozos. Se dej6 en
incubacion por 30 minutos para luego realizar 3 lavados con solucion de lavado, con la

finalidad de eliminar el exceso de anticuerpos. Posteriormente, se afiadié el conjugado
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compuesto por 1gG e IgM antihumanas junto con la peroxidasa de rabano picante, estos
tienen la capacidad de union a los complejos antigeno-anticuerpo, se dejé incubar por un
lapso de 30 minutos y se realizo 3 lavados para eliminar el exceso de conjugado sobrante.
Por ultimo, se afiadio el sustrato/cromogeno (H20z2/tetrametilbenzidina) el cual se dejo
incubar por 15 minutos, y finalmente parar la reaccion enzimatica con la solucion stop
(&cido sulfurico 1N) que le da una coloracion amarilla a la reaccion. Se determiné la
positividad de las reacciones utilizando un lector de microplacas de ELISA (Bio-
TekELX-800NB serie, USA) a 450 nm, utilizando un filtro de referencia de 630 nm.

Posteriormente, con los datos obtenidos se realizaron los calculos respectivos para evaluar
la posible existencia de asociacion de los datos con los marcadores genéticos presentes

en las muestras estudiadas.
i) Anélisis estadisticos

Para el andlisis de los datos estadisticos se utilizé el paquete estadistico SSPS 22.0 Version

de prueba, en el cual se pudo obtener todas las frecuencias alélicas y genotipicas.

Para obtener el grado de asociacion se utilizé el Odds Ratio (O.R.) y el Chi- cuadrado,

utilizando un intervalo de confianza del 95 %.

j) Aspectos éticos

Todos los individuos que se involucraron en el estudio fueron informados de forma verbal
y escrita acerca de los fines, objetivos, beneficios y posibles riesgos que implicaba
participar en el estudio, para dicho efecto se realizaron exposiciones y/o reuniones con
los mismos, donde ademas de explicarles los procedimientos a realizar en el estudio se
aclararon todas las dudas que fueron surgiendo; asimismo, se entregd a cada participante
un original de la hoja informativa y como constancia de su aceptacion y conformidad se
obtuvo de los participantes su consentimiento por escrito y debidamente firmado (anexo
N° 1).
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En caso de los dos menores de edad incorporados en el estudio, se solicito la autorizacion
de sus padres o tutores, los cuales mediante firma autorizaron la participacion de los

menores de edad en el estudio.
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IX. RESULTADOS.

En el presente estudio de caso-control se incluyeron 120 pacientes IUpicos, de los cuales
113 eran mujeres (94.1%) y 7 varones (5.8%), con un rango de edad de 11 a 75 afios y
una media de 37,51 afios. Por otra parte, el grupo control estaba conformado por 78
mujeres y 42 varones, siendo un total de 112 controles, con respecto la edad, se

encontraban dentro del rango de 20 a 36 afios con una media de 28,31.

En cuanto a la procedencia, la mayoria de los individuos involucrados en el estudio eran
del departamento de La Paz (95.80%), y un grupo minoritario de los departamentos de
Oruro (2.1%) y Potosi (1%), ver tabla N°6.

Tabla N° 6 . Datos descriptivos y demograficos de pacientes lUpicos y controles

PARAMETROS CLINICOS PACIENTES LUPICOS PACIENTES CONTROLES

Edad (afios) *37 (11-75) *28 (20-36)
Relacion (varén — mujer) 16:1 7:2
DATOS DE PROCEDENCIA

La Paz 112 107
Oruro
Potosi
Santa Cruz
Extranjero
Valores
Anti dsADN (UI/mL) *105,3 *30.89

Y L I
Ok P wOo

* Valor promedio de los datos

Al momento de incorporar a los pacientes al estudio, se les realiz6 una encuesta clinica,
con el fin de conocer los signos y sintomas mas relevantes que se presentaron en el
transcurso de su enfermedad, obteniendo de esta forma una historia clinica de cada uno
de los pacientes (ver anexo N° 3). En la grafica N° 1 se puede observar con més detalle
todos los signos y sintomas que se presentaron de manera mas frecuente durante el

transcurso de la enfermedad
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Grafica N° 1. Signos y sintomas mas frecuentes reportados por los pacientes en el
transcurso de su enfermedad.

Malestar General | EG—GEE e 75,9
Mareo IG— 25,5
sEdema S 13,4
Alopecia W 8,5

Fiebre  IG— 15
Trombosi Wl 5,4

s WS 101
Vasculitis I 59,6
Problemas GG 30
hematicos B 6,3
Problemas | 5,7
renales G 52,5
Serosit | 55,
SATtritis | — 14,1

Optimizacion de las temperaturas éptimas del termociclaje y del Master MIX de
preparacion de muestras para la PCR que evidencia el polimorfismo de 14 pb del
HLA-G.

En la Tabla N° 7 se puede observar las condiciones de la PCR especificadas por

C.R. Consiglio (2011) y las modificaciones que se realizaron durante el proceso de
optimizacion de la prueba. Se puede apreciar que, con las condiciones de trabajo propias
del laboratorio, al modificar la temperatura de alineamiento se obtuvo productos
electroforeéticos bien definidos.

74



Tabla N° 7. Comparacion entre las condiciones de temperatura y ciclaje de la PCR

propuesta por C.R. Consiglio et al. (2011) y las condiciones de temperaturay ciclaje

de la PCR optimizada en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética.

Condiciones C.R.

Consiglio Condiciones modificadas
Fases Temperatur | Tiempo |N°de ciclos| Temperatura Tiempo N° de ciclos
Precalentamie 94 °C 10 minutos 94 °C 10 minutos
Desnaturalizac 94 °C 30s 35 94 °C 30s 35
Alineamiento 64 °C 60 s 35 57.5°C 60 s 35
Elongacion 72 °C 60 s 35 72°C 60 s 35
Elongacion 72 °C 10 minutos 72°C 10 minutos

Para poder obtener la temperatura ideal en la fase de alineamiento y obtener los resultados

deseados, se realizo un gradiente de temperaturas, con el fin de evaluar a que temperatura

se obtenia mejor calidad de productos amplificados, ya que, al emplear las condiciones

de termociclado descritas por Consiglio et al. (2011) se apreciaba méas productos de ADN

amplificados que los esperados tedricamente. El gradiente de temperatura que se utilizé

estaba en el rango de 50.0 °C a 65 °C con incrementos de temperatura cada 0.3 °C,

determinandose que la temperatura ideal era de 57.5 °C y no asi la de 64 °C propuesta por
C.R. Consiglio et al. (2011), ver Fotografia N°2.

Para la preparacion de los reactivos utilizados en el Master MIX de la PCR también

requirié algunos cambios en el protocolo propuesto por C.R. Consiglio et al. (2011), estos

cambios incluyeron la modificacién de concentraciones y cantidades de la Taq

Polymerasa y de los cebadores. Los cambios se observan en la Tabla N° 8.
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Tabla N° 8. Comparacion entre las concentraciones de preparacion del Master MIX
propuestas por C.R. Consiglio et al. (2011) y las condiciones del Master Mix

optimizadas en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética.

Condiciones C.R. Consiglio

(2011) Condiciones modificadas
Concentracion de ADN 100 ng 100 ng
Reaccién de amplificacion 25 mL 25 uL
Cebadores 10 pmol 0.5 uM
DNTPs 0.2 mM 0.2 mM
IMgClI2 1.5 Mm 1.5 mM
Tag polimerasa 0.75U 0.50 U
Buffer 1X 1X

B

HOMOCIGOTO HETEROCIGOTO

Ow——— [ " ’

224/210 pb

Fotografia N°2. Comparacion de corridas electroforéticas de los productos
amplificados bajos las condiciones de PCR propuestas en el protocolo de C.R.
Consiglio et al. (2011) “A” y el protocolo optimizado en el laboratorio de
Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS “B”.

En la Imagen A: Se observa las bandas de ADN obtenidas bajo las condiciones
propuestas por C.R. Consiglio et al. (2011), donde se puede apreciar multiples bandas de
ADN, lo que no nos permite diferenciar la presencia de bandas homocigotas y/o
heterocigotas a diferencia de la Imagen B: en la cual se trabajo con las condiciones
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modificadas en el laboratorio, obteniendo de esta forma las bandas homocigotas (con 224
pb) y las bandas heterocigotas (con 210 pb).

Luego de realizar las optimizaciones pertinentes para la PCR, como resultado final se
obtiene la electroforesis de ADN en el gel de agarosa al 5% donde se observan los
productos amplificados del gen en estudio tanto de los pacientes IUpicos como del grupo
control. En la Fotografia N°3 en el carril 1 de la corrida electroforética el marcadorde
peso molecular (con un rango de 50 pb a 400 pb), en el pozo nimero 5 se sembro el
control negativo (agua destilada libre de nucleasas), en el cual no se observa ningun
producto amplificado, en los pozos 2, 4 ,6, 7, 9 y 10 se aprecia las bandas heterocigotas
(210 pb- 224 pb), el pozo nimero 3 muestra una banda homocigota para Insercion (224 pb)

y en el pozo 8 se observa una banda homocigota para delecion (210 pb).

2. 354550647 8« 9%10

400 pb ¥

Banda Banda
300 pb Homocigota Insercion Homocigota Delecion

250 pb

1 00 pb Control

negativo

50 pb

Bandas
Heterocigotas

Marcador de
Peso Molecular

Fotografia N°3 Electroforesis de ADN en gel de agarosa al 5% con los productos
amplificados del grupo control y pacientes lUpicos bajos las condiciones de PCR

optimizadas en el laboratorio de Histocompatibilidad e inmunogenética.
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Frecuencias genotipicasy alélicas del polimorfismo de 14 pb del HLA-G en los grupos
control y pacientes lUpicos realizados en el presente estudio

A partir de los datos obtenidos de la PCR se pudo realizar la asignacion de los alelos y
genotipos del gen HLA-G que presentaron los dos grupos de pacientes estudiados.

En latabla 8 se comparan las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo Ins/Del
de un fragmento de 14 pb en el locus HLA-G entre los grupos pacientes o control. Se
observa que los pacientes lupicos tienen mayor frecuencia de expresion del genotipo
Ins/Del (50,8%); mientras que, la presencia del genotipo homocigoto Ins/Ins es mas
frecuente en el grupo control (31,2%). Se observd también que entre pacientes y controles
no existe diferencia significativa en la frecuencia de presentacion del genotipo Del/Del

en homocigosis.

En la tabla N° 9 también se destaca que existen datos significativos con respecto al
polimorfismo heterocigoto Ins/Del que presenta una asociacién significativa de riesgo a
LES con un valor de razon de probabilidades (OR) de 1.32 (p=0,04), a diferencia del
polimorfismo homocigoto Ins/Ins que presenta una asociacién significativa de
proteccién a LES con un OR de 0.29 (p=0,00026)

En cuanto a las frecuencias alélicas, se puede evidenciar que el alelo de Delecion es mas
frecuente en el grupo de los pacientes lupicos (62,9%), a comparacién del grupo control
en el que ambos alelos se presentaron en el mismo porcentaje (50%). Se puede observar
también, que en el grupo control el alelo Ins es méas frecuente que en el grupo de casos.
Por lo que respecta al alelo Delecion, este presenta una asociacion significativa de riesgo
a LES con un OR de 1.70 (p=0,005), a diferencia del alelo Inserciéon que presenta una
asociacion significativa de proteccion a LES con un OR de 0.59 (p=0,005)
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Tabla N° 9. Frecuencias genotipicas, alélicas, Odds Ratio (OR) y Chi cuadrado (X2)
obtenidos para la asociacion del polimorfismo del Locus HLAG entre pacientes -

controles y la posible susceptibilidad a LES

Polimorfismo Pacientes | Controles Chi-cuadrado

genotipico y

alélico HLA-G [N=120] % |[N=112| % OR(IC)* Valor | Valor-p
Del/Del 45 [375 | 35 | 31,2]1,32(0,77-2,27) 1,00  0,31601
Ins/Del 61 50,8 42 37,511,72 (1,02 —2,91) 417 0,04110

Ins/Ins 14 111,71 35 31,2]10,29 (0,15 —-0,58) 13,34 0,00026
Alelo Del 151 62,9 | 112 | 50.0 1,70 (1,17 — 2,46) 7,87 0,00502

Alelo Ins 89 |37,1| 112 | 50,0]0,59 (0,41 —0,85) 7,87 0,00502
*OR(IC)= Odss ratio (Intervalo de Confianza)

Por otra parte, en el presente estudio se buscd establecer la existencia una posible
asociacion entre las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo del HLA-G con
las manifestaciones clinicas reportadas por los pacientes IUpicos, los resultados de este
analisis s pueden observar en la tabla N° 10.

En la tabla N° 10 se resalta al polimorfismo Ins/Del como un factor de riesgo para las
manifestaciones dermatoldgicas, ya que este presenta un OR de 8,64 (p= 0,001),
contrariamente se observa que los polimorfismos Del/Del e Ins/Ins son factores de
proteccién para los pacientes lapicos por el valor de sus OR de 0.25 y 0.30

respectivamente.

Las manifestaciones hematoldgicas asocian al polimorfismo Del/Del como factor de
riesgo, ya que presenta un valor de OR de 2,75 y el polimorfismo Del/Ins vendria a ser

un factor de proteccién con un OR de 0,43.

En lo que respecta a las deméas manifestaciones clinicas frecuentemente reportadas por
los pacientes, no se encontraron datos de asociacion o proteccion estadisticamente

significativos.
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Tabla N° 10. Asociacion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo HLA-G de

pacientes lapicos con las manifestaciones clinicas reportadas en el transcurso de su

enfermedad.
Alelo Presente Chi-cuadrado
Polimorfismo

Manifestaciones HLA-G Clinica Clinica Odds I.C. I.C. Valor | Valor-

clinicas presente ausente Ratio bajo alto p

95% 95%

Renales Del/Del 12 30 2,22 0,88 5,61 2,91 | 0,0880
Ins/Del 8 48 0,48 0,18 1,24 2,37 0,1236
Ins/Ins 3 23 0,90 0,23 3,47 0,02 0,8782
Dermatolégicas Del/Del 8 38 0,25 0,10 0,60 10,1 | 0,0014
Ins/Del 29 16 8,64 3,68 20,3 24,4 | 0,0000
Ins/Ins 5 24 0,30 0,11 0,87 530 | 0,0213
Hematolégicas Del/Del 18 25 2,75 1,21 6,22 6,04 0,0140
Ins/Del 12 46 0,43 0,19 | 0,98 | 438 | 0,0364
Ins/Ins 4 15 0,63 0,19 2,06 0,59 0,4427
Cardiopulmonares | Del/Del 5 47 0,93 0,28 3,11 0,02 0,9023
Ins/Del 4 36 1,00 0,28 3,54 0,00 1,0000
Ins/Ins 3 28 0,99 0,25 3,91 0,00 | 0,9862
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X. DISCUSION

El lupus eritematoso sistémico es considerado una enfermedad de alta complejidad, su
etiologia varia segun la interaccion de multiples factores sean estos ambientales y
genéticos u hormonales, lo que condiciona su amplio espectro de manifestaciones clinicas

e inmunoldgicas.

Como en todas las enfermedades multifactoriales, para poder realizar la identificacion de
los genes involucrados como factores de riesgo o susceptibilidad en LES, se han utilizado
principalmente los estudios de: ligamiento, asociacién y expresion, que involucran la
identificacion de polimorfismos genéticos que asocian un determinado gen con la
fisiopatologia de la enfermedad. Hasta el afio 2012, los estudios de asociacion de todo el
genoma (GWAS), habian identificado mas de 60 loci genéticos como potenciales factores
de susceptibilidad a LES, pero una gran proporciéon de la contribucion genética a la
susceptibilidad a LES aun permanece desconocida (Velazquez-Cruz, y otros, 2012).
Dentro de los cuales se encuentran los genes del Complejo Principal de
Histocompatibilidad, particularmente los antigenos HLA DR3, DR4 y B8 han sido los més
relacionados con la susceptibilidad a LES. (Acosta Colmanl, y otros, 2016)

Usando la informacion colectiva de muchos polimorfismos de nucleétido tnico (SNP) ha
sido posible identificar nuevos genes asociados a la enfermedad, un estudio realizado en
Suecia, estudio 134.523 SNPs ubicados en 12.500 genes relacionados con el sistema
inmunitario en 1.160 pacientes lupicos y 2.711 casos control, donde obtuvieron como
resultados 40 genes que confieren riesgo para LES y 12 de estos genes estaban asociados

con otras enfermedades autoinmunes (Carlsson Almlo6f, y otros, 2017)

1. Datos descriptivos y demograficos

a) Predominio segun el género
Mediante el analisis de los datos descriptivos de la poblacion estudiada en el presente

trabajo, se pudo evidenciar que existe un predominio del sexo femenino en los casos con
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LES, lo cual tiene una gran similitud con datos reportados por diferentes estudios,
disponibles en la bibliografia internacional, la cual en general indica que hasta el 90% de
los casos de LES corresponde a mujeres en edad fértil (Enriquez- Mejia, 2013), en el
presente estudio el 94,1% de los pacientes estudiados eran mujeres siendo la relacion
mujer: varon de 16:1. Sin embargo, existen estudios que indican que si bien la enfermedad
es menos frecuente en varones, el LES podria ser mucho més severo en el hombre, y que
se aprecia que a partir de los 50 afios la proporcion de hombres y mujeres con lupus
cambia, pasando a ser un 75% de mujeres con lupus y un 25% en hombres (frente al 10%
de varones antes de los 50 afios). (Molly's fund fighting LUPUS, 2012).

b) Edad de inicio

Se pudo observar que la edad promedio de incidencia de la enfermedad en la muestra
estudiada es de 37 afios (11 — 75 afios). Esto difiere de la media de edad reportada en otras
poblaciones, en Espafia y en el Reino Unido se han reportado que las edades medias de

aparicion de la enfermedad son 46.1 + 19.6 afios 47.3 + 16.4 afios respectivamente.

Varios estudios han mostrado que los patrones de incidencia de LES en mujeres europeas
son diferentes en los observados en afroamericanas. El pico de incidencia de un estudio
realizado en Grecia reflejé que el grupo de pacientes con la enfermedad se encontraba
entre los 30 y 49 afos, mientras que en otro estudio realizado en el Reino Unido basado
en el “General Practice Research Database” muestra que la tasa de incidencia mas alta
asociada a la edad fue observada en individuos mayores de 40 afios con picos de incidencia
a los 50-54 afios para mujeres y 70-74 afios para hombres. (Somers EC, Smeeth L, & AJ,
2007).

Estudios realizados en Paraguay reflejaron que la edad promedio del inicio de la
enfermedad es de 38.8 afios (Melgarejo Paniagua, Denis Doldan, Ferreira Gaona, & Diaz
Reissner, 2015). Comparando los resultados mostrados en poblacion argentina, donde

mostraron que la edad promedio es de 26 + 5 afios (Bellomio, y otros, 2010)
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Como se puede apreciar en los parrafos precedentes tanto los datos del presente estudio
como los de estudios realizados en otros grupos poblacionales, se confirma que la

enfermedad se presenta preferentemente en mujeres en edad fértil.

2. Datos clinicos

Con respecto a los datos clinicos y de laboratorio realizados en los pacientes que
participaron del presente estudio se pudo realizar una comparacién de las
manifestaciones clinicas y seroldgicas caracteristicas de la muestra de pacientes

estudiados en comparacion a otros estudios.

a) Anticuerpos anti-ADN

Los anti-ADN son claves en el diagndstico y el seguimiento del LES. Estan presentes en
el 70% de los pacientes, siendo la positividad de este anticuerpo un criterio de
clasificacion (ACR, SLICC) para el diagnostico de LES. Su especificidad y sensibilidad

alcanza el 95%-97% respectivamente.

De todos los pacientes involucrados en el presente estudio el 85% (96 pacientes)
presentaron niveles elevados de anticuerpos anti-ADN (> a 46.2 Ul/mL), comparando con
un estudio realizado en Colombia donde el 79.1% de los pacientes (total de 115 pacientes)
presentaron niveles elevados de dicho anticuerpo (Severiche Maury, Restrepo Escobar,
Gonzélez Naranjo, & Vanegas Garcia, 2014), mientras que, en un estudio realizado en la
Habana-Cuba se evidencia que los anti dsSADN se presentaban en 84 de 180 pacientes
(46.7%), y que se apreciaba que el anticuerpo anti-Nucleosoma se encontraba con mayor
frecuencia (135/180, 75.0%) (Kokuina, y otros, 2015).

Estas diferencias en el porcentaje de anti-ADN pueden ser muy comunes, ya que el anti-
ADN se va encontrar elevado cuando el paciente esta cursando por una exacerbacion en
su etapa de la enfermedad, por lo que nos niveles de anti-ADN pueden bajar cuando el
paciente no cursa por dichas etapas, o pueden estar en funcion del tratamiento que recibe

el paciente al momento de la toma de muestra.
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b) Manifestaciones clinicas

El LES es una enfermedad cronica, caracterizada por fases de actividad o brotes, y
periodos de quiescencia 0 de menor actividad. Debido a su gran variabilidad y
heterogeneidad, no existe un patrén clinico definido, lo que ocasiona que el diagndstico
inicial de la enfermedad sea dificultoso.

Se puede describir, de forma un tanto simplista, un inicio caracteristico con astenia,
artralgias, eritema malar, sindrome febril variable, pérdida de peso, malestar general,
cefalea y otras manifestaciones potenciales, como dolor pleuritico, dolor abdominal,
nefritis IUpica, sobre todo en mujeres jovenes. (Wallace & Hannahs Hahn, 2013).

En la gréfica N° 1 se observa que los signos y sintomas mas frecuentemente reportados
por los pacientes en el transcurso de su enfermedad fueron: malestar general (75.9%),
artritis (65.7%), problemas hematicos (59.6%), ulceras orales (52.5%), eritema malar
(44.1%) y problemas renales (39%). En una mayoria de los casos la afeccion inicial fue
multisistémica (més de un signo o sintoma clinico a la vez), lo que dificultd su diagnostico

inicial.

En un grupo de 1000 pacientes europeos las principales manifestaciones clinicas al inicio
y durante la evolucion de la enfermedad fueron: eritema malar, lesiones discoides,
lesiones cutaneas subagudas, fotosensibilidad, aftas orales, artritis, serositis y problemas

renales. (Gomez-Puerta & Cervera, 2008)

Realizando una comparacién con los datos presentados en las diferentes poblaciones, se
puede indicar de manera estadisticamente significativa que la poblacion con la que se
trabajé en el presente estudio, comparte un porcentaje de caracteristicas clinicas similares
(85%) a las poblaciones colombianas, cubanas y europeas, siendo las mas comunes los
sintomas articulares (60.2%), mococutaneos (40.1%), renales (42.3%) y la serositis
(10.1%).
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3. Optimizacién de la PCR que evidencia el polimorfismo de 14 pb delgen
HLA-G

En el proceso de optimizacion de la PCR, al tomar como base de trabajo las condiciones
propuestas por C.R. Consiglio (2011) para realizar la asociacion genética del
polimorfismo de 14 pares de bases en el HLA-G con el LES, se observo que la
electroforesis de los amplicones mostraba productos inespecificos. Por tal motivo se hizo
una serie de cambios al protocolo propuesto por Consiglio como ser: condiciones de

termociclaje y preparacion del Master MIX para la PCR (Tabla N° 7).
a) Modificacion del Master MIX

Los cambios realizados en el Master MIX fueron: cambio en la concentracion de
cebadores de 10pmol propuesta por Consiglio a 0.5 uM. Si bien Consiglio recomendaba
utilizar una concentracion de Taq ADN polimerasa de 0.75 U, en el presente estudio
determind que lo optimo era utilizarla a una concentracion de 0.5 U. Ver tabla 3. Estos
cambios permitieron obtener bandas de los productos amplificados bien definidas y se
elimind la presencia de otras bandas inespecificas.

Para evaluar la concentracién éptima de ADN se afiadieron diferentes cantidades de ADN
(20 ng, 10 ng y 5 ng) al MASTER Mix para un volumen final de 25 uL en el tubo de
reaccion. La concentracion de ADN constituyé un factor critico en la eficiencia de la
amplificacion, pues la obtencion de resultados no reproducibles con mayor cantidad de
ADN demostré que dicho exceso en el tubo de reaccion puede dar lugar a las uniones
inespecificas de los cebadores y una fuerte fluorescencia en las bandas electroforéticas.
Por lo que se utilizé un volumen final de 10 uL de ADN en el tubo de reaccion con rangos

de concentracion promedio de 80 a 100 ng/pLL.

b) Evaluacion de las temperaturas de termociclaje

Durante el proceso de optimizacion de la PCR también se considerd establecer la
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temperatura 6ptima de la fase de alineamiento (56.3 °C, 57.5 °C y 58.1 °C) observandose
que a 57.5 °C y con las concentraciones ya mencionadas del Master Mix se obtenian las
bandas de PCR bien definidas.

En la fase de alineamiento el cebador se unird a su secuencia complementaria en el ADN
molde, para lo cual es necesario una temperatura de 40 a 68 °C durante 20-40 segundos
(segun el caso) permitiendo asi el alineamiento. Las temperaturas especificas de
alineamiento en este rango van a depender de la secuencia de la cadena de ADN.

En PCRs muy especificos en los que se amplifica una o dos bandas es importante elegir
una temperatura 6ptima de alineamiento que sea la correcta y asegure que el gen que se
amplifica es realmente el correcto. Si la temperatura que se utiliza en esta fase no es tan
especifica podemos obtener poca reproducibilidad ya que el oligo se pegara en cualquier
parte al azar y no solamente en los sitios que son complementarios lo que hard que se
amplifiquen otras regiones genéticas ademas de la de interés. Si la temperatura de
alineamiento es muy baja, obtendremos un PCR menos especifico, y si es muy alta, la
especificidad serd mayor (aunque si es demasiado alta no se amplificara nada, pues la
unién de los oligonucleétidos con sus sitios complementarios sera poco estable y la

polimerasa no podré iniciar la sintesis). (Espinosa Asuar, 2009)

4. Asociacion de los alelos y genotipos HLA-G con lupus eritematoso sistémico.

La susceptibilidad individual en autoinmunidad puede estar determinada por una
combinacion de polimorfismos especificos de genes que codifican para maultiples
citosinas, antigenos del complejo principal de histocompatibilidad, moléculas de
adhesion, y proteinas celulares. Esta condicion puede conducir a la expresion anormal de
moléculas inmunoreguladoras y finalmente resultar en el desarrollo o exacerbacion de la

enfermedad autoinmune. (Valencia & Ramsés, 2004)

Los resultados del presente estudio reflejaron que los pacientes lUpicos tenian mayor

expresion del genotipo Ins/Del (heterocigosis) (50.8%), a diferencia del grupo control,
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en la cual la presencia de los genotipos homocigotos Ins/Ins (31.25%) y Del/Del (31.25%)
eran los mas frecuentes. En cuanto al polimorfismo a nivel de alelo, se pudo destacar
entre los pacientes lupicos, que el alelo delecion es mas frecuente que el alelo de
insercion, mientras que el grupo control, ambos alelos se expresaron en la misma

frecuencia.

Demostrandose de esta forma que el polimorfismo heterocigoto Ins/Del presenta una
asociacion significativa de riesgo a LES en nuestra poblacion estudiada con un OR de
1.32, al igual que el alelo de delecion, que se muestra como alelo de riesgo con un OR de
1.70, a diferencia del alelo Insercion que presenta una asociacion significativa de

proteccion a LES con un OR de 0.59.

Segun los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede determinar el alelo delecion
es el alelo asociado como factor de riesgo a LES, a diferencia de los demés estudios
mencionados anteriormente, en los cuales el alelo asociado a susceptibilidad a LES es el

alelo de Insercion.

Los estudios realizados por C.R. Consiglio en poblacién brasilefia estudiaron la posible
susceptibilidad que existe con el polimorfismo de 14 pb de insercion/delecion y LES.
Donde se evalu6 un grupo de 195 pacientes lUpicos frente a un grupo control compuesto
por 122 individuos. Observandose que el grupo de pacientes lUpicos presentaba un exceso
de heterocigosis (Ins/Del) de 59.3%, un 26% presento el genotipo Del/Del y un 15% el
genotipo Ins/Ins. A diferencia del grupo control que presentd un 50% de heterocigosis,
33% del alelo Del/Del y un 17% del alelo Ins/Ins. Sin encontrar ningln resultado
estadisticamente significativo con respecto a los genotipos, sin embargo, Consiglio y
colaboradores, observaron un ligero aumento del alelo Insercion en pacientes lGpicos

frente al grupo control.

Por otra parte, el estudio realizado por C.R. Consiglio, tuvo un impacto mas grande, ya
que se estudid, ademas, el polimorfismo de un solo nucledtido en la posicion +3142 y su

posible unidn a sitios de microARN. Obteniendo de esta forma resultados mas concretos
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con polimorfismos de laregion 3’"UTR del HLA-G y la susceptibilidad a LES. Este ultimo

polimorfismo no se realizd en el presente estudio.

Asi mismo se informaron resultados contradictorios con respecto al polimorfismo de 14
pb en la region 3'UTR del HLA-G ya que, un estudio realizado por Rizzo et al donde
evalué 200 pacientes lupicos italianos frente a 451 controles, en el cual reportaron
diferencias significativas en la distribucion del polimorfismo de 14 pb en HLA-G entre
pacientes lupicos y el grupo control. Se observé un nimero significativamente mayor del
genotipo Ins/Ins en el grupo de pacientes lUpicos con una frecuencia concurrente

disminuida del genotipo Del/Del.

Sin embargo, Rizzo y colaboradores propusieron que debido a la presencia de la insercién
de 14 pb en la region 3" UTR del gen HLA-G, parece ser responsable de la inestabilidad
de los ARNm lo que dara lugar a la expresion del HLA-G especificos y la consecuente
disminucion de la produccion de proteinas, por lo que especulan si la poblacion de
pacientes con LES se caracteriza por una mayor frecuencia de sujetos con una produccion
disminuida genéticamente determinada de la molécula anti inflamatoria e

inmunoreguladora de HLA-G. (Rizzo, y otros, 2008)

Al igual que el trabajo realizado por Wu et al que describi6 una falta de asociacion entre
el polimorfismo Ins/Del de 14 pb en la region no traducida 3” del genHLA-G en LES en
pacientes chinos.

Un estudio piloto realizado en Brasil, analizé la expresién del polimorfismo de 14 pb
Ins/Del del gen HLA-G en pacientes en el inicio de la infancia, se evaluo a 50 pacientes
con LES y 144 casos control, obteniendo los siguientes resultados: el 58% de los pacientes
lUpicos presentd el genotipo Ins/Del al igual que el grupo control, donde en 71 individuos
sanos (49.3%) de 144 presentaron este genotipo con mayor frecuencia, y la frecuencia de
genotipo Ins/Ins (6%) y del alelo Insercion (35%) fue mucho menor tanto en pacientes
como en el grupo control que presento un 17% del genotipo y un 42% del alelo.
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Por lo que el estudio mostro que no existe ninguna asociacion significativa con lo que
respecta a las frecuencias de alelos y genotipos entre ambos grupos estudiados.
(Cavalcanti, Donadi, Lucena-Silva, Almeida, & Mesquita, 2017), ellos concluyeron
también que los resultados obtenidos pueden deberse al pequefio nimero de pacientes

lupicos involucrados en el estudio.

La transcripcion del gen HLA-G que incorpora la secuencia de 14 pb (Insercion) puede
someterse a unaetapa de corte y empalme adicional que elimina 92 bases de la region en
la que esta localizada esta secuencia. Se cree que esta delecion influye en la estabilidad
del MARN ya que, despueés de evaluar estos transcritos HLA-G que carecen de estas 92
bases mostraron ser mas estables que los mARN “completos™ en células placentarias.

(Rousseau, y otros, 2003)

Por otro lado, varios estudios han informado repetidamente sobre la asociacion del alelo
insercion con niveles méas bajos de HLA-G soluble, e incluso la falta de expresion de
HLA-G detectable en el plasma de individuos homocigotos para el alelo insercion. (Hviid,
Hoeg, Kruse, & Christiansen, 2002) Curiosamente también se describié que el
polimorfismo de 14 pb Ins/Del radica en una regidn que es un sitio de union putativo para
muchos microARN que contribuyen al control de la expresion de HLA-G. (Veit & Chies,
2009) Sin embargo, es evidente que el efecto neto de los microARNS en la expresion de
HLA-G es muy dificil de determinar, ya que los perfiles de microARN pueden variar

sustancialmente entre los tejidos y los estados bioldgicos (Rousseau, y otros, 2003).

Los resultados de estos estudios nos hacen pensar que los pacientes que en su genotipo
portan el alelo Insercion tienen niveles bajos de HLA-G, lo cual afecta afectan a las
funciones reguladoras de esta proteina sobre ciertas células del sistema inmune, como ser:
la inhibicion de la actividad citotoxica de los linfocitos T y NK, la induccion de la
apoptosis de las células T CD8 activadas y NK, lo cual, al desencadenarse la enfermedad
por medio de un factor ambiental y verse el sistema inmune comprometido este no puede
ser regulado de forma adecuada. De esta manera podria explicarse la asociacion entre la

presencia del alelo Ins/Del.
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5. Asociacion de las frecuencias genotipicas HLA-G del grupo de pacientes
IUpicos con manifestaciones clinicas que presentaron

Después de evaluar el papel del polimorfismo en la region 3'UTR del HLA-G con
susceptibilidad a LES, se evaluo, si alguno de los genotipos y/o alelos se asocia como
factor de riesgo a manifestaciones clinicas observadas en los pacientes que participaron
en el estudio. Los pacientes se estratificaron segin presentaron o no un determinado
parametro clinico, esto con el fin de encontrar alguna asociacion genética que nos brinden
informacion acerca de las complicaciones clinicas que puedan presentarse en los

pacientes.

Los resultados del presente estudio mostraron que los principales factores de riesgo a
padecer manifestaciones hematoldgicas en los pacientes IUpicos son el genotipo Del/Del.
Haciendo una comparacién con bibliografia internacional, los datos se correlacionan con
los hallazgos hechos por Rizzo et. quien también report6 que los pacientes homocigotos
para el alelo delecion reportaron de manera frecuente afeccion hematologica y
presentaron niveles plasmaticos mas bajos de SHLA-G en comparacion con los pacientes
que no presentaron afeccién hematolégica.

Dado que las principales manifestaciones hematoldgicas se deben a anticuerpos anti-
plaquetarios y anti-eritrocitarios, y que el HLA-G muestra un efecto inhibidor sobre los
linfocitos B, se cree que la baja concentracion de sHLA-G en pacientes con sintomas
hematoldgicos favorece la produccion de los autoanticuerpos mencionados
anteriormente, lo cual predispone a sufrir manifestaciones hematoldgicas en pacientes
con LES. (Rizzo, y otros, 2008).

Con respecto a las manifestaciones dermatologicas se demostro en nuestro estudio, que el
genotipo heterocigoto Ins/Del representa un factor de riesgo, en general este grupo de
pacientes reportaron presentar signos de eritema malar y fotosensibilidad al inicio del

estudio.

En el estudio realizado por Cavalcanti, Donadi, Lucena-Silva, Almeida, & Mesquita
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(2017) en pacientes brasilefios a los cuales se les diagnostico LES en la infancia, se
evidencio que el alelo de delecién y el genotipo Del/Del muestra asociacion con nefritis
lUpica. Afirman también que no existia ningun estudio que evalue la expresion de SHLA-
G en tejidos de biopsia renal en pacientes con LES para poder explicar si existe un
aumento de produccion de HLA-G para suprimir la actividad la actividad del sistema
inmune local. Por lo que se necesita estudios que ademés de medir los polimorfismos de
este gen midan sus niveles de expresion en pacientes IUpicos con y sin actividad de la

enfermedad.

En nuestro caso, lo que se evidencio en los resultados, fue que el alelo Insercidn se presenta

como factor de proteccion para asociacion con manifestaciones renales.

De los tres estudios (dos en adultos y uno en nifios y adolescentes) llevados a cabo en el
Noreste de Brasil, se obtuvieron hallazgos diversos independientemente de la asociacion
de los alelos y genotipos con la enfermedad y sus manifestaciones clinicas, estos
hallazgos sugieren que HLA-G esta poco involucrado en la predisposicion a LES,
confirmando una ligera asociacion entre el alelo de insercion de 14 pb y la susceptibilidad
a LES. Uno de los estudios especula que HLA-G ejerce una funcién mayor en la
predisposicion a LES en adultos que en nifios y adolescentes. Recientemente se ha
demostrado que algunos genes presentan una asociacion con la edad de inicio de la
enfermedad que podria ser el caso de HLA-G. (Cavalcanti, Donadi, Lucena-Silva,
Almeida, & Mesquita, 2017).
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XI.  CONCLUSIONES

Se optimizo la prueba de PCR para la identificacion de la insercién o delecion de un
fragmento genético de 14 pb en la region 3'UTR del gen que codifica la proteina HLA-
G para la determinacion de la posible asociacion con LES.

Mediante el analisis minucioso de la informacion recabada de la encuesta clinica que se
realiz6 a cada uno de las pacientes que participaron en el presente trabajo de
investigacion, se pudo conocer que los signos y sintomas mas frecuentes que padecen los
pacientes durante su enfermedad son: malestar general, artritis, problemas hematolégicos,
fotosensibilidad, Ulceras orales y eritema malar, otros sintomas poco frecuentes como ser:

mareos, edema, fiebre, trombosis, vasculitis, serositis y alopecia.

Dentro de las caracteristicas sociodemogréaficas de la poblacion estudiada en la ciudad de
La Paz, se determind que el género femenino es el méas afectado en una relacion 16:1 con

respecto a varones y que en el 94.1% de los casos se presentaba en una edad reproductiva.

Al realizar la comparacion de la frecuencia de genotipos y alelos del HLA-G de los

pacientes lapicos frente al grupo se concluye lo siguiente:

- Los pacientes que porten el genotipo heterocigoto (Ins/Del) o el alelo delecién
tienen mayor probabilidad de padecer LES que los pacientes que no presentan el
genotipo y alelo antes mencionado.

- Los pacientes que porten el genotipo Ins/Ins tienen menos probabilidad de

padecer LES ya que este alelo es un factor de proteccion a LES.

Con respecto al analisis entre de las manifestaciones clinicas y el polimorfismo de HLA-

G se concluye lo siguiente:

- Elgenotipo heterocigoto (Ins/Del) es un factor que predispone 9 veces mas al riesgo
de padecer afecciones dermatoldgicas en los pacientes con LES. A diferencia de
los genotipos homocigotos (Del/Del; Ins/Ins) que muestran ser un factor de
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proteccion frente a esta manifestacion clinica.

- El genotipo homocigoto (Del/Del) es un factor de riesgo que triplica el riesgo a
sufrir manifestaciones hematoldgicas.

- Enlas manifestaciones renales y hematoldgicas el alelo insercion cumple una
funcion protectora.

- Enlo que respecta a las condiciones seroldgicas, se demostrd que el 85% de los
pacientes presentaban niveles elevados de anticuerpos anti-dsADN, siendo esta
una caracteristica frecuente de pacientes IUpicos que se encuentran en etapa de
enfermedad activa. Se evidencid, ademas, que el 100% de pacientes con el
genotipo heterocigoto Ins/Del tenian niveles elevados de anticuerpos anti-dsADN,
(> 46,1 Ul/mL).

Como conclusién general se establece que en poblacién boliviana en general (dado el
mestizaje) y en poblacion pacefia en particular el polimorfismo Ins/Del de un fragmento
de 14 pb en la regién 3'UTR del gen que codifica para la proteina HLA-G, es un factor
de riesgo genético a padecer LES vy a sufrir afecciones dermatoldgicas y hematoldgicas
cuando el paciente presente los genotipos Ins/Del y Del/Del respectivamente.
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XIl. RECOMENDACIONES

Al momento de realizar el presente estudio se pudo evidenciar que nuestras instituciones
de salud (dependientes de la alcaldia, gobernaciéon y el estado) no cuentan con
informacién sobre los factores de riesgo, prevalencia e incidencia, y métodos de
diagnostico tempranos para la deteccion del LES. Al no contar con datos epidemiologicos
oficiales de la enfermedad, resulta dificil realizar estudios que nos aporten cifras
especificas de la incidencia y/o prevalencia del LES en nuestro pais.

Los datos del presente estudio brindan un aporte significativo a nivel estadistico y
genético, los hallazgos reportados pueden servir para aplicar medicina predictiva en
pacientes con riesgo a padecer la enfermedad o que ya padecen la enfermedad.

Por lo tanto, se recomienda seguir realizando estudios en el campo de la inmunogenética
que permitan encontrar genes con elevados valores de factor predisponente de riesgo
(Odds ratio, riesgo relativo, etc.) que permitan predecir el riesgo a padecer LES o que con
un alto nivel de confianza predigan que 6rgano o sistema en el paciente va a ser afectado

producto de la enfermedad.
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XIV. ANEXO

1. Consentimiento informado y hoja de informacién a los pacientes y controles

CONSENTIMIENTO INFORMADO

D TR ,de ..... aflos de edad y con C.I............... ,
expedidoen.............., manifiesto que he sido informado sobre los objetivos del Proyecto
de Investigacion « Determinacion de la asociacion genética de los polimorfismos del
gen que codifica la enzima convertidora de angiotensina, los loci HLA-DR y HLA-
DQ con la susceptibilidad a Lupus Eritematoso Sistémico”, que tiene como fin
diagnosticar o confirmar el diagnostico de lupus eritematoso sistémico y su relacion con
los antigenos de histocompatibilidad y con el gen regulador de la enzima convertidora de
angiotensina. Esto me permitira confirmar mi enfermedad y prevenir el riego familiar de
desarrollar LES.

He sido informado de los posibles riesgos de la toma o extraccidn de sangre, asi mismo
que se me hardn conocer los resultados de las pruebas realizadas con mi muestra
sanguinea.

He sido también informado de que mis datos personales seran manejados
confidencialmente y estaran protegidos segun las normas vigentes de Bioética. Que mi
participacion en el proyecto es VOLUNTARIA vy que, en cualquier momento, puedo
retirar mi consentimiento a seguir participando del mismo, sin que mi tratamiento médico
posterior se vea afectado.

Por lo tanto, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a participar en este proyecto.

NOMBRES Y APELLIDOS. ... e e,
oL o
DIRECCION: e

FE CH A L e
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HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE O PARTICIPANTE

Determinacion de la asociacion genética de los polimorfismos gen que codifica la enzima convertidora
de angiotensina, los loci HLA-DR y HLA-DQ con la susceptibilidad a Lupus Eritematoso Sistémico
Estimado Sefior(a), su médico le ha diagnosticado Lupus Eritematoso Sistémico. El Lupus Eritematoso
Sistémico es una enfermedad bastante complicada, de causa adn desconocida, el 90% de los pacientes
con lupus son mujeres, esta probablemente relacionado con las hormonas femeninas, pero también es
posible el efecto protector de las hormonas masculinas. Se sabe que existen algunas cosas a las que las
personas pueden ser susceptibles como exponerse al sol, el uso de algunos medicamentos, problemas
causados por una clase de virus como los que provocan las ampollas que aparecen en la boca y que
conocemos como “beso de arafia”, también se sabe que puede haber una transmision por herencia (como
sucede con el color de los 0jos o el color de cabello) para que se produzca la enfermedad que usted tiene.
En este proyecto y a través de examenes de laboratorio, deseamos estudiar en una muestra de su sangre
algunos elementos que nos permitan aclarar el origen del problema que usted tiene y saber si hay un factor
de herencia para ayudar a sus hijos y a otros familiares, indicandoles lo que deban hacer para evitar
complicaciones. Este tipo de estudios ya se han hecho en otros paises y en personas de diferentes razas,
en La Paz, sera la primera vez que se hagan estos examenes.

Si usted acepta participar en el estudio y su médico tratante est4 de acuerdo, un médico de nuestro grupo, le
hara algunas preguntas sobre su estado de salud y lo examinara. Luego le tomaremos una muestra de sangre,
en una cantidad parecida a 2 cucharillas de café. Para ello utilizaremos una jeringa y aguja nuevas para
pinchar en su brazo y obtener la muestra de sangre, que sera analizada en nuestros laboratorios. Esta prueba
puede causarle algunas molestias como sentir un dolor muy pasajero en el momento en que le hagamos el
pinchazo. Algunas veces puede presentarse un pequefio moreton en el lugar del pinchazo, si le sucediera a
usted, por favor comuniquese inmediatamente con nosotros para recibir instrucciones o la indicacién de
algln tratamiento que nosotros le daremos sin costo alguno. Usted podra recoger los resultados de sus
examenes a los siete dias de haberle tomado la muestra de sangre. El examen clinico y de laboratorio, tendran
una duracién de aproximadamente 10 minutos. El sobrante de la sangre que usaremos para hacer las pruebas
de laboratorio, sera congelado y serd utilizada dentro de unos afios para hacer otros estudios que nos puedan
ayudar a tener una mejor informacién sobre el lupus.

Beneficios y riesgos

Tiene como beneficio el realizar el diagndstico de certeza de lupus. Los estudios a ser efectuados no tendran
ningudn riesgo para usted.

Confidencialidad

So6lo su médico tratante, los investigadores y colaboradores del estudio, doctor y sus colaboradores sabrén
que usted esta participando. Los registros que se hagan se harén identificandolo sélo con un nimero y no
con el nombre; sin embargo, los médicos y bioquimicos que forman parte esta investigacion podran revisar
de vez en cuando sus registros como parte de su actividad en el proyecto. Si los resultados son publicados,
usted no sera identificado por su nombre.

Usted entiende que su participacion en el estudio es VOLUNTARIA. En cualquier momento usted puede
retirar su consentimiento a participar en el estudio, EI médico responsable del presente proyecto, podra
detener el estudio por razones médicas u otras. El medico estara disponible para responder cualquier
pregunta adicional.

Compensacion
A usted no se le cobraran las consultas ni exdmenes de laboratorio necesarios para la realizacion del estudio.
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2. Certificado de aval ético
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3. Historia clinica

SELADIS FORMULARIO DE HISTORIA PACIENTES
CLINICA LES
CODIGO
FECHA / /

1. DATOS PERSONALES

Apellidos y Nombres: Edad actual:
Genero: M F

Fecha de Nacimiento / / Lugar de Nac: Residencia:

Ocupacion: Estado civil: Raza:

Direccion Actual Telf.: Celular

Dom:

2. DATOS CRONOLOGICOS

Edad de aparicion del primer sintoma Edad de Dx de LES Duracion de

LES

3. ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS

Fuma: Nunca ___ Enalgiin momento En la actualidad

Alcohol: Nunca ___ En algin momento En la actualidad

Anticonceptivos: Nunca __ En algin momento En la actualidad

Gesta: Para: Ab:

4. ANTECEDENTES FAMILIARES

Familiar con LES Familiar con otra patologia

5. MANIFESTACIONES AL INICIO DE LA ENFERMEDAD

Erupcion Malar Fotosensibilidad Ulceras orales Artritis Serositis
Afectacion renal
Alteracion hematica Alteracion neural Otros

6. MANIFESTACIONES ACUMULADAS DE LA ENFERMEDAD

Erupcién Malar Fotosensibilidad Ulceras orales Acrtritis Serositis
Afectacion renal
Alteracion hematica Alteracion neural Otros

7. MANIFESTACIONES EN LOS ULTIMOS 10 DIAS
Erupcion Malar Fotosensibilidad Ulceras orales Artritis Serositis
Afectacion renal
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Alteracion hematica Alteracion neural Otros

8. LABORATORIOS INICIALES

Ds- DNA ANA anti —Sm
Anticardiolipinas

Otros

9. TRATAMIENTO ATUAL

10. PATOLOGIAS ASOCIADAS

Tiroidopatia autoinmune Ulcera Duodenal _ Hepatopatia _ EPOC
Diabetes Dislipidemia

HAS  Sd Sjogren Sd. Antifosfolipidico EMTC Otros
Medico tratante: Especialidad:

Observaciones:
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SELADIS FORMULARIO DE HISTORIA CONTROLES

CLINICA LES
CODIGO
FECHA / /
1. DATOS PERSONALES
Apellidos y Nombres: Edad actual:
Genero: M F
Fecha de Nacimiento / / Lugar de Nac:
Residencia:
Ocupacion: Estado civil:
Raza:
Direccion Actual Telf.: Celular
Dom:
2. ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS
Fuma: Nunca ___ Enalgiin momento En la actualidad
Alcohol: Nunca ___ En algin momento En la actualidad
Anticonceptivos: Nunca __ En algin momento En la actualidad
Drogas: Nunca ___ En algin momento En la actualidad
Gesta: Para: Ab:
3. ANTECEDENTES FAMILIARES
Familiar con LES Familiar con otra patologia

4. TRATAMIENTO ATUAL

5.PATOLOGIA ACTUAL
Sl NO Cual
Observaciones:

110



