UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS

LA FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS DE LA
UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES AUTORIZA EL USO DE LA
INFORMACION CONTENIDA EN ESTE DOCUMENTO SI LOS PROPOSITOS
SON ESTRICTAMENTE ACADEMICOS.

LICENCIA DE USO

El usuario esta autorizado a:

a) visualizar el documento mediante el uso de un ordenador o dispositivo movil.

b) copiar, almacenar o imprimir si ha de ser de uso exclusivamente personal y privado.

c) copiar textualmente parte(s) de su contenido mencionando la fuente y/o haciendo la
referencia correspondiente respetando normas de redaccion e investigacion.

El usuario no puede publicar, distribuir o realizar emision o exhibicion alguna de este
material, sin la autorizacion correspondiente.

TODOS LOS DERECHOS RESERVADOS. EL USO NO AUTORIZADO DE LOS
CONTENIDOS PUBLICADOS EN ESTE SITIO DERIVARA EN EL INICIO DE
ACCIONES LEGALES CONTEMPLADOS EN LA LEY DE DERECHOS DE
AUTOR.



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
l‘ FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS
CARRERA DE BIOQUIMICA
INSTITUTO DE SERVICIOS DE LABORATORIO
SeLalia e piaeNOSTICO E INVESTIGACION EN SALUD (SELADIS)

EVALUACION DE LA ASOCIACION DEL POLIMORFISMO D/D, I/l, I/D DEL GEN
QUE CODIFICA LA ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA CON LA
SUSCEPTIBILIDAD A LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO Y SU RIESGO CON
NEFRITIS LUPICA

ELABORADO POR:

Univ. WENDY JACQUELINE CUTIPA CHOQUE

TESIS DE GRADO PARA OPTAR AL TITULO DE LICENCIATURA EN BIOQUIMICA

LA PAZ - BOLIVIA
2014






UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
_ FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS
. CARRERA DE BIOQUIMICA
SeLalis INSTITUTO DE SERVICIOS DE LABORATORIO
DE DIAGNOSTICO E INVESTIGACION EN SALUD (SELADIS)

EVALUACION DE LA ASOCIACION DEL POLIMORFISMO D/D, I/1, I/D DEL GEN
QUE CODIFICA LA ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA CON LA
SUSCEPTIBILIDAD A LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO Y SU RIESGO CON
NEFRITIS LUPICA

ELABORADO POR:

Univ. WENDY JACQUELINE CUTIPA CHOQUE

ASESORES:

Dr. LUIS FERNANDO SOSA TORDOYA

TESIS DE GRADO PARA OPTAR AL TITULO DE LICENCIATURA EN BIOQUIMICA

LA PAZ - BOLIVIA
2014



e r
LA PAZ - BOLIVIA
Py ®
®

Dedicado a:
Mis padres, Damaris, mi familia

v Luis.



Gracias

Gracias al Sevior Jesucristo

E( Rey vy Setior de mi vida, quien me dio la sabiduria, las fuerzas y el
amor incondicional para realizar este trabajo.

Que con su amor, cari on wpre impulsarme en el
camino para qu Lia meta trazada.

Gracias Tordoya
Que fue la fuent e rincipal para
realizar este trabajo,.que za y amistad pudo

Gracias a los docto ca y Sergio Cabrera
Por haberme proporcic oracion, conocimiento y
amistad desinteresa cuando se los pedi

Gracias a todos mis comparieros que siempre tuvieron una palabra
de aliento para que siguieva adelante, gracias por no dejarme rendir
Luis Q. gracias por todo.



TABLA DE CONTENIDO

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABLAS
LISTA DE ABREVIATURAS

INTRODUCCION. ...ttt
MARCO TEORIGO... .. .cm i o5nvm e sam e e ee e eeeeeeeneeenenenenenenenenens

A. LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO. Suevvvveiieeeeeenen..

1. Tipos de.anticuerpos producidos por LES......................

a) Anticuerpos Antinucleares...........00 o,
b) Anticuerpos Anti DNA de doble cadena...................
c) Anticuerpos ‘Anti Smith (Anti- Sm).......o0 b
d) Anticuerpos Anti DNA de simple cadena (Anti-ss).......
e) Otros antiCUerPOS........o.vvveieneeiieiee e b,

2. Historial" TV Sl . . "0 vt e e
34Epidemiologia........ e Mt W N s e
4. EtiolCUe. e

a) Factores€ndoCrinos. ........ccot oo e
b) Factores ambientales o fisicos................... ...........
c) Factores QUIMICOS.........covvvvvieiee e
d) Factores genéticos. ... ... s

5. Patogénesis de la enfermedad...........oon

a) Daio/renal producidoporLES...............................
b) Dafiola SNC producido per LES..............................

6. Caracteristicas cliniCas........cooeeoe e,

. RELACION ENTRE EL POLIMORFISMO DEL GEN QUE

CODIFICA LA ENZIMA CONVERTIDORA DE LA
ANGIOTENSINA Y LUPUS ERITEMATOSO

SISTEMICO... .ot e,

Enzima convertidora de angiotensina.......................

1. Sistema renina-angiotensina aldosterona..........
2. Accion de la angiotensina ll..............cooooiiiiiiiiiin,

ANTECEDENTES GENERALES SOBRE EL PROBLEMA

© 0 NO oo O A bW W PR

26
26

27
28



VI.
VII.

VIII.

JUSTIFICACION. ... 31

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... ...covvveiieeiiiiiieeeeee, 32
HIPOTESIS. ..ot 32
OBUETIVOS . ..o 33
A. OBJIETIVO GENERAL i oo 33
B. OBJETIVOS ESPECIFICOS,. .o e e, 33
DISENO METODOEOGICO..... Mt /i e 34
A. TIPODE ESTFUDIO. ..ot M 34
B. POBLACION/EN ESTUDIO. . ..oo it bt e 35
DESCRIPCION DE LA MUESTRA. ..o vo s et e, 35
A. CRITERI®S DE INCLUSION. .. ... it eeeeeeeeeeeeeeeaan 35
B. CRITERIOS DE EXCLUSION. ......0% e, 35
C. MATERIAL BIOLOGICO... ... feees heos ot 35
D. TAMANO DE LA MUESTRA G . . oottt 36
E. ASPECTOS ETICOS. . . . eeereee e it 36
CONTEXTO-Y LUGAR e ot s e Tt e 37
A. METODOS oot e e e, 37

1. Optimizacion de la prueba de' PCR para la identificacién
de insercion o delesion de un fragmento de 287 pares de

bases en el intron 16 delgen ECA.............................. 37
2. Obtencion del material genético.......................o.oell. 39
3. Revelado de los productos amplificados de la PCR ECAl

Y EC A . e 41
4. Asociacion de la frecuencia de los genotipos (I/1), (I/D) o

(D/D) del gen de Ia ECA en pacientes con LES.............. 41

5. Asociacion de la frecuencia de los genotipos (I/1), (I/D) o
(D/D) con la presencia de nefropatia lapica................... 41

6. Realizacién de la técnica de ELISA indirecto para medir

los niveles de Ds-DNA, Ss-DNA y Smith...................... 42
7. Realizacién de IFI para medir titulos de Anticuerpos anti
nucleares de tipo IgG.... ..o 42

8. Asociacion de las caracteristicas clinicas y seroldgicas
de los pacientes con LES y el polimorfismo del gen ECA. 43



Xl RESULTADOS.......ccoiiiiiiiieee e

1. Optimizacioén de la prueba de PCR para la identificacion

de insercidon o delesion de ECA...................

2. Frecuencias del polimorfismo genético (I/I, I/D y D/D) del
gen de la ECA en pacientes con LES............

3. Frecuencias del pollmorflsmo genético (I/1, I/D yD/D) del

gen de la con LES asociado al

XII.
XIIl.
XIV. / RECOMENDACIONES......c.oo

LA PAZ - BOLIVIA

43

43

48



INDICE DE FIGURAS

Pag.
FIGURA N°1. Fotografia del primer ensayo de PCR realizado para la

A 44

................................................... 45

......................... 46

........................ 47

Pag.

17

24

48

TABLA N°4. Tabla de frecuencias genotipicas del polimorfismo del

gen de la ECA en pacientes con LES versus pacientes



TABLA NO°5. Comparacion de frecuencias las alélicas del intrén 16 del
gen de la ECA entre la poblacion de pacientes con LES y la poblacion
de pacientes aparentemente Sanos..............cocoiiiii
TABLA N°. Comparacion de las frecuencias genotipicas del
polimorfismo del gen-de_la, ECA en pacientes con LES con y sin
nefropatia IuUPICa... . o i o et T T e s el e i e
TABLA N°7. Frecuencias alélicas del polimorfismedel.gen de la ECA
en pacientes con LES asociado a nefropatia lupica:..... .. ............
TABLA “N°8. Tabla general de las caracteristicas ‘.clinicas que
presentaron los pacientes CcONLES ...l
TABLA N°9. Tabla general de los resultados obtenidos de las pruebas
serologicas realizadas a los pacientes,conLES..ou........0..=.|......
TABLA N°10."Asociacion del polimorfismo del gen-.de la. ECA en
pacientes con LES, respecto.a dolores articulares o artritis-y~1os titulos
de ANA, anti Ds-DNA fanti-Smith y anti-Ss-DNA................. 0.
TABLA N°Ll. Asociacion del polimorfismo del genfde la ECA en
pacientes . con LES, respecto a la caida de cabello,notable en forma

localizada y 1os titulos.de ANA, anti Ds-DNA, anti-Smith y anti-Ss-

TABLA N°12. Asociacion del polimorfismo del gen de la ECA en
pacientes con LES, respecto a edema y los titulos de ANA, anti Ds-
DNA, anti-Smith y anti-SS-DNA. ...,

50

51

52

53

54

57

58

59



LISTA DE ABREVIATURAS
ADN = Acido desoxirribonucleico

ARN = Acido ribonucleico

ANA = Anticuerpos antinue

CMH = Complej

D = Delesién

IgM = Inmunoglobulina tipo M (proteina)
IL-1 = Interleucina-1
IL-1-a = Interleucina-1- alfa

IL1-B = Interleucina-1-beta



IL-6 = Interleucina-6
IL-8 = Interleucina-8
IFN-y = Factor de transcripcion regulador del interferon gama

| = Insercion

S eritematosow
LE IE:': upus Eritematoso sistémico inducido por farma
' -

' m‘f "

PCR i er’c“ pogo
., o
R-UV = Radiacién ultra viol

S| = Sistema inmune

SNC = Sistema nervioso central

TNF-a = Factor de necrosis tumoral alfa
TTP = Parpura tombocitopénicatrombadtica

VEB = Virus de Epstein-Barr



RESUMEN

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad multisistémica
inflamatoria de etiologia desconocida. Varios estudios en diferentes grupos
poblacionales han asociado el polimorfismo del gen de la enzima
convertidora de angiotensinay¢ (ECA) con la susceptibilidad a LES. El
presente estudio pretende@asociar el pelimarfismo del intron 16 del gen de la
ECA con la susceptibilidad a LES y el riesgo de nefritis lapica (NL). Se
incluyeron 87 pacientes lupicos con y sin' NL y 85 controles sanos. Se
determinaron los pelimorfismos de ECA mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) y se midieron los -titulos de anticuerpos anti
componentes nucleares mediante-las tecnicas de ELISA e IFl. Las
frecuencias del polimorfisme ECAW(I/I3l/D "y D/D) en pacientes IUpicos son
47,1%, 48,3% y 4,6% y en controles 68,2%, 3158 y 0%.Las frecuencias de los
alelos insercion y delesion ‘en lupicos son déel 71,3%, 28,7% y en sanos
84,1% y 15,9% respectivamente. NoO-se encontr6 asociacion significativa
(p=0,534) del polimarfismo de ECA y NL./Sin embargo, se observo que los
genotipos I/D, D/D son mas frecuentes en pacientes Iupicos sin NL que en
los que la presentan. La asociacion del polimorfismo de ECA con las
manifestaciones clinicas y los marcadores laboratoriales no mostré
resultados estadisticamente significativos, en el analisis se destaca que los
pacientes lupicos con el genotipo lAdyposeen titulos elevados de ANA vy ds-
DNA. '

En conclusién el alelo D del intrén 16 del gen ECA es dos veces mas
frecuente en pacientes Iupicos con respecto a la poblacion sana. El genotipo
I/l, I/D y D/D no es un factor predisponente a algun tipo de manifestacion
clinica o alguna elevacién de anticuerpos en los pacientes lupicos bolivianos

estudiados.



Abstract
Lupus ErythematosusSystemic(SLE) is a multisystem inflammatory disease
of unknown etiology. Several studies in different populations have associated

the angiotensin converting enzyme (ACE)gene polymorphism with

susceptibility to SLE. The aim ofthis study is to associate the polymorphism of
intron 16 of the ACE gene with_susceptibility to SLE and the risk of lupus
RN A
nephritis (LN). 87 ngpgtfg\n A zgcﬁ@,h / L and 85 healthy controls
were include E-polymorphisms were té}lr@ind by the polymerase
)
chain rct (PCR) and the titles of anti-n gegl components were

measured, by the ELISA and IFI. The ACE (I/I, I/D“and; D/(D) frequenciesin
-

Iupu[g%ints are 47.1 %, nd 4.6 % and in\controls are 68.2 %,
31.%{61 d 0%. The insertion anddeletion allele freque ci% lupic patients

%(ahﬂbealth control &
- ion (o =0 A

4% and 115:9% respectively.
-

n phism-was found in NL
patiﬁ],'é_. However,we 1 th .-. D/D a e;rg#re common in
lupus 'patients witho han group. The assotiation of ACE
polymaorphism with cl
significa ts, thelaﬁhﬁlﬁgh‘ldﬁﬁﬁh‘@’th%t lup

have high titers ANA and anti-ds- DNA antibod
® ®

In conclusion, the D aIIee”)n 1 e ACE gene is twice as common in

lupus patients compared to the healthy population. The genotype I/I, I/D and

wed no statistically

s with I/1 genotype

D/Dare not a predisposing factor to some type of clinical manifestation or
some elevation of antibodies titers in BolivianlUpic patients.



I.  INTRODUCCION

El lupus eritematoso sistémico (LES) en una enfermedad autoinmune
compleja mediada por complejos _inmunes, autoanticuerpos y células que
dafian de manera sistémica a eualquier érgano o sistema del organismo, los
organos principalmente yafectados sen el rindén, pulmoén y el sistema
nervioso. No se conoee con exactitud los factores ambientales o genéticos
que desencadenan a enfermedad, pero ‘ésta demostrado que es una
enfermedad que afecta entre el 80% a 90%+=de los casos a mujeres y que
hay una mayor predisposicion de afectacion en Individuos de raza negra y
latina. (Lau CS, 2006; Chai HC;2012)

El dafio aparece enccualquier organo.del cuerpa y puede causar entre otros
sintomas artritis ‘con inflamacion, fatiga, eriiema en alas de mariposa en
region malar, Ulceras orales, fotosensibilidad, serositis (inflamacion del tejido
alrededor del corazén .y pulmon), Osteoporosis, desordenes renales
(proteinuria), desordenes sanguineos (leucopenia, linfopenia,
trombocitopenia, anemia® hemolitica), desordenes inmunologicos con
anticuerpos (anti-DNA y anti-Sm) y titulos de anticuerpos antinucleares

anormales.

Utilizando técnicas de biologia rholecular, se han descubierto algunos
factores que regulan el sistema inmune, asi como mecanismos bioquimicos
por los cuales en el lupus se presenta dafio al tejido (Parsa A. 2002).
También se han identificado algunos genes candidatos que parecen estar

involucrados en el lupus.



Esta enfermedad produce graves consecuencias en los pacientes, por esta
razon a nivel mundial se estan aunando esfuerzos para mejorar las
herramientas de diagnostico y tratamiento, como también para identificar los
posibles factores que predisponen a una persona a desarrollar la
enfermedad.

El conocimiento de los factores lambientales. desencadenantes y de los
genes involucrados en-la predisposicion-a la enfermedad permitirdn a los
equipos médicos“en general implementar medidas 'de ‘medicina preventiva
para disminuir la incidencia de la enfermedad y“para. dar tratamiento e

informacion oportuna a losjpacientes que tengan susceptibilidad a LES.

El presente trabajo proponemos determinar la asociacion-genética entre el
polimerfisma genético del gen cadificante"de la enzima convertidora de la
angiotensina (ECA) con la susceptibilidad a LES. Mediante el uso de la
prueba molecular Reaceion en Cadena de laPolimerasa (PCR) se determind
el polimorfismo del gen de la ECA-"Se realizo el diaghostico por laboratorio
de LES'mediante las pruebas de ELISA e inmunofluerescencia indirecta (IFl),
estos resultades. fueron acompafados de pruebas de gabinete que
permitieron hacer suna buena_ correlacion clinica de los resultados de

laboratorio con la historia clinica del paciente.

Con los resultados del proyecto se pretende dotar de una herramienta de
laboratorio que aporte en la toma de decisiones referidas al ambito de la
medicina preventiva y asistencial, que permita mejorar la sobrevida de los
pacientes afectados por LES y retarde la aparicion del dafio organico terminal
gue produce esta enfermedad, factores que al final repercutiran en que el

paciente lupico mejore su calidad de vida.



. MARCO TEORICO
A. LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

El LES es una enfermedad autoinmune multisistémica la cual es muy
compleja y constituye el prototipo.desenfermedades autoinmunes sistémicas,
gque se caracteriza par ungproceso inflamatorio crénico y dafio en diferentes
organos Yy sistemas debido a la produccion de auto-anticuerpos, deposito de
complejos autoinmunes y activacion del sistema del complemento (Rojas W.,
2012).

Una caracteristicagesencial dela ‘enfermedad es la respuesta inmunitaria,
conducida por los' antigenos. contenides en 10s tejidos propios, la cual es
aparentemente responsable de gran parte de das consecuencias patologicas
diseminadas de esta enfermedad (Mcphee SJ., 2007).

El LES se caracterizaspor afeccion de la piel, articulaciones, rifion, sistema
nervioso central (SNC), vasos, y huesos, entre otros; estos pacientes
desarrollan sintomas generales como fatiga y alteraciones inmunoldgicas
particulares de la enfermedad. Ademas, se caracteriza por la presencia de
autoanticuerpos circulantes con diferente especificidad en que la actividad
inflamatoria es secundaria agla formacion de complejos inmunes circulantes
(Marshall E., 2002). g

El LES inicia con la aparicién de Linfocitos B (LB) periféricos autorreactivos
que van escapando a los habituales procesos de regulacion, que se da
cuando la unién y sefalizacion del BCR excede cierto umbral, los LB
inmaduros interiorizan el BCR autorreactivo y detienen su ciclo de

maduracién. Estos LB dan lugar a la aparicion de la enfermedad autoinmune



mediante la produccion de autoanticuerpos y también a través de la

activacion de Linfocitos T (LT) igualmente reactivos (Rojas W., 2012).

El principal trastorno inmunologico en los pacientes con LES es la produccion
de autoanticuerpos contra una variedad de componentes celulares
encontrados dentro del nécleo, citoplasma.o membrana de diferentes células,
asi como contra” moléculas _solubles—y- factores de la coagulacion. Los
anticuerpos- antinucleares (ANA) son los-.més.; caracteristicos y estan
presentes en-el.95% de los pacientes. Los cuales.son muy importantes en el
diagnostico de la enfermedad (Rojas W., 2012). Entre<los autoanticuerpos

mas importantes tenemos:

e Anticuerpos Antinucleares

¢ __Anti DNA de doble cadena

® Anticuerpo anti-nucleosoma

e, Anticuerpo anti-Sm

¢ ‘Anticuerpo anti-Ro

e Anticuerpo anti C1q

¢ Anticuerpo anti- alfa Actinina

¢ Anticuerpo anti- fosfolipidos

e Anticuerpos contra el eitoplasmadel neutrofilo

1. Tipos de anticuerpos producidos por LES

a) Anticuerpos Antinucleares

Los anticuerpos antinucleares (ANA) han dado excelente valor diagnéstico
por medio del método de IFI alcanzando un 100% de sensibilidad en

pacientes con LES (Kokuina., 1999). Estos ANA es la prueba de tamizaje



mas sensible para el diagnéstico de LES que permite la deteccion de
aproximadamente 100 anticuerpos dirigidos contra el nucleo (Quintana GL.,
2003)

El titulo de ANA hallades es muy. importante para el diagnéstico de LES,
donde titulos 1/160 @ mayores son indicativos de este tipo de patologias.
Estos ANA se encuentran en titulos bajos en/personas jovenes y sanas, pero
se encuentran ftitules elevados en pacientes con patologias, como
enfermedades autoinmunes a nivel del tejido*conectivo o titulos intermedios

en personas ancianas y embarazadas (Quintana GL., 2003).

En esta prueba la interpretacion delosypatrones hallados es muy importante,
los patrones caracteristicos que Se.encuentran asociados con LES son el
periférico y homogeneo o difuso. (Sontheimer’ RD., 1991) ( Burnham TK.,
1978)

b) Anticuerpos Anti DNA de doble cadena

Los anticuerpos anti-DNA son muy Uutiles en el diagnéstico de LES,
especialmente en aquellos pacientes que presentan caracteristicas clinicas
lo que apunta a estos anticuerpos eemo una probabilidad para confirmar la
enfermedad. No todos los pacientés con LES tienen anti-DNA positivo pero

no excluye el diagnostico de LES (Quintana GL., 2003).

Los anticuerpos anti-DNA van produciendo dafio renal a través de una lesion
directa sobre sus antigenos (ADN, histonas, ndcleos), componentes de la
membrana basal glomerular (laminina, colageno IV y heparan sulfato) o bien

a través de la formacion previa de complejos inmunes con nucleosomas que



se depositan posteriormente sobre la membrana basal glomerular de los
rifones con la que establecen puentes de histona (Van Bruggen MCJ.,
1997). Ademas, los pacientes con nefritis lapica (NL) tienen alta afinidad por
los anticuerpos anti-DNA que activan el complemento fuertemente (Cameron
J., 2000).

c) Antieuerpos Anti Smith‘(Anti-Sm)

Este anticuerpo“fue descrito por primera vez en. los estudios de Lerner y
Steitz /(Lerner M., 1979). Tiene como antigenos, varias proteinas que
convencionalmente se denominan B° (29kDa), B (28kDa), D1, D2, D3
(16kDa), E (13kDa), Fy G (Ruddy S., 2003).

Es un-marcader en el diagnostico de LES y ausente en otras enfermedades
reumaticas (Beaufils M.;71983). La presencia de autoanticuerpos anti-Sm
esta‘asociada con expresiones mas severas de LES, incluyendo la NL (Su
W., 2003). Se ha visto que en el LES agudo, este anticuerpo esta presente
en un 75% de los casos. La especificidad en pacientes lupicos es muy alta
con alrededordel 98% y una sensibilidad de 20 a'30% (Quintana GL., 2003).

d) Anticuerpos Anti DNA"de simple cadena (Anti-ss)

Son también llamados anti-Histona que se dirigen frente a componentes
protéicos de los nucleosomas, estos complejos de DNA-proteinas forman
parte de la estructura de la cromatina que es transcripcionalmente inactiva,
esta se encuentra en el nacleo y tiene 3 subunidades, dos dimeros H2A-H2B

gue rodean un tetrdmero H3-H4 y este complejo rodea la tercera subunidad



que comprende aproximadamente 2 giros de DNA (Burlingame R., 1985)
(Klug A., 1985).

Este tipo de anticuerpos son encontrados en un 90% de pacientes con LES
inducido por farmacos (FritzlerMJ:; 2978) (Weinstein A., 1980) y un 30% en
LES (Provost TT., 1993)

e) Otros-anticuerpos

Los anticuerpos Anti-Ro y Anti-La estan presentes en pacientes con Sjégren
y LES. El antigene,“Ro” se aislo ‘por primera de extracto de bazo humano
por medio de 'inmunodifusion con “ayuda de anticuerpos extraidos de
pacientes con LES«(Clark G.; 1969) y.de la misma manera el antigeno “La”
fue identificado (Mattioli M.,~1974). Este anticuerpo esta altamente asociado
con el Lupus Neonatal, en esta forma:de lupus el autoanticuerpo IgG de la
madre atraviesa la placenta y llega al feto, 1o que se manifiesta en un rash
cutaneo y bloqueo cardiaco congénito luego del nacimiento (Franco H.,
1981) (Provost T., 1989).

Los pacientes con LES en un 40% tienen actividad anti-Ro y solo un 10 a
15% de anti-La con NL usualimente.tienen titulos bajos de anticuerpos anti-
Ro y anti-La, en comparacion cen los pacientes sin nefritis (Quintana GL.,
2003) (Cameron J., 2000) (Robles A, 2005)

Los anticuerpos antifosfolipidicos se han asociado a varios desordenes como
LES, la cual se caracteriza por fendmenos tromboticos recurrentes en venas
y arterias, perdidas fetales recurrentes y trombocitopenia. (Von Scheven E.,
1996) (Velasco F., 1997) (Said PB., 1993). Estos anticuerpos se dirigen



contra un complejo de fosfolipidos que se encuentran unidos a una proteina
plasmatica la 2 glicoproteina 1(82-GP-1) (Dunn JP., 1996)

La determinacion del anticoagulante lupico, fue utilizada por Feinstein y
Rapaport por primera vez. Ademas del diagnostico de LES también se utiliza
en el diagnostico de--etras_enfermedades autoinmunes, neoplasias e
infecciones virales en nifios’ (Said PB.;"1993)..Esta en una prueba donde se
cuantifica la“capacidad de los anticuerpos antifosfelipidicos de prolongar la
cogulacion-por medio de la inhibicién de la conversion,de la protrombina en

trombina, o de la activacion del-factor X (Barba JR., 2003)

2. Historia

Esta-enfermedad es conocida desde la antigiiedad, el origen del nombre es
desconocido, el termino ‘lupus’ significa ‘lobo’ en‘latin, tal vez debido a que el
rostro inflamado del paeiente adopta una gran similitud/con la cara arafiada
de un:lobo (Stobo & David B. Hellmann;1996).

Sir William'Qsler fue quien acufio el término de Lupus,Eritematoso Sistémico”
(Ropes MW, 1976 hoy en«dia, se _considera“una enfermedad compleja y

misteriosa, mas que su-propio nombre (Marshall, 2002)

El Dr. Hargraves junto a un grupo de médicos el afio 1948, describieron la
primera prueba sanguinea para diagnosticar LES, que fue el “analisis celular
del lupus eritematoso o célula LE”, la cual ha sido utilizada durante muchos
afos. Actualmente el diagndstico se basa en que los pacientes presenten al

menos 4 manifestaciones diferentes de las 11 descritas en los criterios de


http://es.wikipedia.org/wiki/Lat%C3%ADn

diagnostico elaborado desde 1982 por la Asociacion Reumatolédgica
Americana. (Tan E, 1982)

La enfermedad normalmente exhibe sintomas a nivel de la nariz y las
mejillas, como un eritema malar comforma de alas de mariposa. En griego
"erythro" que significa roje. Y mas extrano todavia es el informe que indica
que el término lupus'no proviene directamente del latin, sino de un estilo
francés de mascara (loup=lobo de carnaval) que las mujeres usaban
alrededor de los 0josi(Quevauvilliers & Léon, 2004).

3. Epidemiclogia

La prevalencia del.LES afecta a todas las razas, edades y sexos (Balow JE.,
1999), en América“deliNorte y Europa Septentrional se ha registrado una
prevalencia de 40 por 100,000 habitantes, per otra parte predomina en la
raza negra y mas del'90% de los casos corresponden a mujeres, en asiaticos
existe 33 a 57 casos por 100,000 habitantes y en caucasicos la prevalencia
fluctia entre 14 a 50 por 100,000 habitantes, afectando a 1 de cada 4000
personas en Estados Unidoes (Rahman A., 2008) (Rojas, 2012) (Hochberg
M., 1997).

El LES afecta mas a mujeres,.el 90% de los casos se presenta en un
intervalo de edad de 13 a 30 afios (Gordillo G., 1996), con una relacion de 9
a 10 entre el género femenino y masculino en adultos por lo que se asume
qgue las hormonas sexuales desempefian un rol importante en la aparicion de
la enfermedad. (Loredo A., 1996) (Lang B., 1993)



El LES parece estar mas extendido entre mujeres africanas, asiaticas,
hispanas y nativas americanas, pero esto podria deberse a los factores
socioecondmicos. Las personas con parientes ya sean padres o hermanos
que sufren de LES, artritis reumatoide o purpura trombocitépénica trombdética
tienen un riesgo ligeramente mas elevado de padecerlo que la poblacién
general y solo el 5% de lesnifos nacidos-de padres con lupus desarrollara la

enfermedad. (Lupus;Foundation_of America; 2008).

De acuerdo a les datos de la Organizacion Mundial'de la Salud (OMS), en
1971 habia uuna supervivencia solo del 50% de los pacientes con nefritis
lipica después de 5 afos."A principios de los noventa fue de 82% y en la
actualidad continda mejorando. ESto se debe a que ahora se conoce mejor la
enfermedad por.los avances logrados en“el diagnéstico y-tratamiento del
LES,-permitiendo la realizacion de diagnostico mas temprana. (Pistiner M.,
1991) (Ginzler EM., 1988).

4. Etiologia

Hasta el momento no se conoce con exactitud la etiologia de la enfermedad
pero la heterogeneidad <« de 'sus maanifestaciones clinicas refleja la
multiplicidad de alteraciones genétiéas, hormonales e inmunolégicas que
contribuyen a la enfermedad clinica (Aranow C., 2008) y se observa que hay

factores asociados como:

a) Factores enddcrinos

En el caso de LES se presenta mayormente en mujeres, estableciéndose en

adultos que la relacion de afectacion mujer a varon es de 9-10:1. (Loredo A.,
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1996) (Lang B., 1993) Esta predispocision parece estar ligada al uso de
pildoras anticonceptivas que contienen estrogenos los cuales tienen
diferentes efectos sobre el sistema inmune. La desregulacion resultante de la
actividad de los linfocitos, parece.impedir el efecto inmunomodulador de las
hormonas sexuales (Verthelyi .. P.aM.;»2001). Se ha demostrado que los
estrogenos inhiben ados linfocitos T supreseres, incrementando la actividad
de las céluas T-helper, conllevando al aumento de la maduracion de las
células B e incrementando, de esta maneralla produccion de anticuerpos,
“autoanticuerpos® (Stimpson WH., 1988).

En concreto 10S zestrogenos~se “han, propuesto como causante de la
enfermedad, ya que favorecen el incremento de la formacién de anticuerpos
anti-DNA y aumentan la gravedad de la enfermedad. (Petri M., 2008) ademas
promueven la pérdida de |a tolerancia en ratores sin predispocision genética
para LES, facilitan el’aumento en la.expresion de Bcl-2 y el aumento de la
expresion de CD40L~en LT lo que conlleva a la sobrevida de LB
autorreactivos. Asi, los estrégenos facilitan la maduracion de LB

autorreactivos y patogénicos (Aranow C. 2008; Petri M. 2008).

Los niveles de prolactina también ha sido asociados a LES, la
hiperprolactinemia seria una,causagde la presentacion de la enfermedad.
(Walker SE., 2000). El primer repofte"de hiperprolactinemia asociada a LES
fue realizado en ocho homb'r-e.s'IL'incos, en el aflo 1987, encontrando
concentraciones de prolactina sérica significativamente elevadas (Jara-
Quezada L., 1991).

Jara Quezada y otros reportaron una frecuencia de hiperprolactinemia de un

22 % en pacientes con LES. (Jara-Quezada LJ., 2004) Mientras que otros



investigadores encontraron un 20% de hiperprolactinemia en mujeres
jovenes con LES que tenian altos niveles de anticuerpos anti-ADN de doble
cadena (Ronchezel MV., 2001). Esta hormona cumple acciones autocrinas y
paracrinas a nivel del sistema inmune, en células Natural Killer (NK)
contribuye a la proliferacion, diferenciacion y respuesta de actividad asesina
inducida por linfocinas (LAK)y estimula-ta_sintesis de factor de transcripcion
regulador del interferon-gama_(IEN-y), en-Granulocitos, estimula la expresion
del gen del factor de transcripcion regulador 'del; interferon 1(IRF-1) y la
sintesis /de la /Sintetasa de Oxido nitrico inducible (INOS), en linfocitos
estimula./la /inmunidad celular, proliferacion y sintesis ‘de INF-y y sus
receptores; inhibe la apoptoesis, regula también la sintesis de la iINOS y
estimula |a expresion del gen de IRF-1, por ultimo en monocitos induce la
diferenciacion _y. efectividad de la, presentacién antigénica y regula la
expresion de. los receptores del factor estimulador -de| colonias de
granulocitos-monocitos (GM-CSF) (Méndez I., 2005).

b) Factores ambientales o fisicos

Una personasgeneticamente susceptible puede necesitar exposiciones a
multiples estimulos ambientales previamente,en la vida antes de cruzar el

umbral y desarrollar la enfermedad clinica.

En relacién a estos factores, Bollain (2001) ha demostrado que la exposicion
a la luz solar desencadena o agrava las lesiones cutaneas en LES, ya que
éstas se presentan habitualmente en zonas expuestas al sol en el cual la
fraccion ultravioleta de 290-320 nm (UV-B) induce dafio al DNA de las
células epidérmicas, con la probable expresion de antigenos ocultos, que en

presencia de autoanticuerpos inducen la formacion de complejos inmunes in



situ. Estos quedan atrapados en la union dermoepidérmica, que por IFl se
puede observar la banda lapica caracteristica y también se observa cuerpos
citoides en la dermis papilar, depdsitos de IgG, IgM, C3 y fibrindbgeno en
biopsias de piel de pacientes con LES (Bollain y Goytia JJ., 2001) (Chan
LS., 1998) (Provost TT:, 1993). " Hruza (1993) indica que la piel que es
expuesta a la luz solar permite que lasiraccion UV-B penetre la epidermis y
sea absorbida en la parte superior de la dermis, en tanto que la irradiacion
UV-A penetra hasta~lo mas profundo de ‘a dermis y la melanina es el
principal cromoéforo,'el cual absorbe longitudes’de onda que van desde 350 a
1200 nm. La luz absorbida puede producir cambios quimicos en un proceso
que se llama fotoguimica: El dafio-tisular post-irradiacion es mediado por
citoquinas inflamatorias que,son: producidas por los linfocitos y por células
de la piel como los.gueratinogitos'y fibroblastos (Hruza LL., 1993). Durante el
proceso inflamatorio ' inducido por radiacion’/ultravioleta (R-UV) hay un
aumento drastico en“la produccion y.secrecion de los niveles de Interleucina-
1 (IL-1), de Intereucina-1-alfa (IL-1¢a), Interleucina-1-beta (IL1-B),
Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-8 (IL-8) y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) (Konodo S., 1994) (Rosette C., 1996)

Entre los varios factores infecciosos predisponentes a lupus, se menciona a
varios virus, entre los que seydestacar el virus de Epstein-Barr (VEB). Se ha
demostrado que el virus VEB tiene ‘asociacion con el inicio de LES. En un
estudio caso control realizado'-bo'r James JA., et al.,, en el afo 2006 se
evidencio que en nifios y adultos jévenes, los anticuerpos anti VEB estaban
presentes en el 99% (116 de 117) de pacientes con LES en comparacién con
el 70% (107 de 153) de los controles involucrados en el estudio (James JA.,
2006).



El VEB favorece la autoinmunidad a través de la sintesis de Interferones tipo
1 (INF-a e INF-B) por las Células Dendriticas (DC), la activacion de LB, la
reactividad cruzada entre proteinas como el antigeno nuclear 1 Epstein-Barr
(EBNA-1) y los autoantigenos SmB y SmD1, Ro y La. Harley (2006) indica
que ademas, el VEB expresa una proteina similar a la IL-10, que
probablemente estimule—la _produccion-._de anticuerpos; una proteina
homéloga a Bel-2 ique ' permite resistir( la,-apoptosis de las células B
infectadas, y proteinas latentes de membranas (LMP1.y LMP2a) que inhiben
la apoptosis"y.promueven la sobrevida de LB a través de la homologia
funcional entre LMP1 y la molécula coestimulatoria CD40 (Abbas A., 2006)
(Harley JB{, 2006) (Rénnblom-L., 2006).

El virus humano poliomavirus BK (BKV)también se encuehtra asociado a
LES,-que tiene como 6rganos diana al cerebre y rifion (Chester PM., 1983).
Este virus afecta deteriorando. el sistema inmunoldgico, 'siendo un patdgeno
oportunista en pacientes inmunodeprimidos. El estudio/ realizado por
Sundsfjord et al., muestran una relacion de este virusacon/la produccion de
anticuerpos anti-DNA y antigenos “T” del poliomavirus, que son antigenos
que requieren‘de la participacion de LT para que estimules a los LB a que
produzcan anticuerpgos especificos. | Estespautores realizaron el estudio en
muestras de orina de 44 pacienteS llpicos y muestras de orina de 88
personas aparentemente sanas, Los resultados obtenidos mostraron los
pacientes sanos eran negativos para BKV y que 7 (16%) de 44 muestras de

pacientes lupicos eran positivas para BKV (Sundsfjord A., 1999).



c) Factores quimicos

Muchas veces el uso de farmacos puede inducir a una patologia parecida a
LES llamado Lupus Eritematoso_Sistémico Inducido por Farmacos (LESIF).
Este estado es reversible'y normalmente se produce en pacientes que han
recibido tratamiento parayalguna enfermedad diferente a lupus por largos
periodos de tiempo/(entre 3 a 6 meses). Pero, una vez que se suspende esta
desaparece y este tipa de lupus imita al lupus Sistémico que seria causado
por una reaccion dethipersensibilidad a un medicamento. Generalmente, una
vez que el paciente ha dejado la medicacion que desencadend el episodio,
no se repiten ni signos ni' sintomas de_lupus: (Pretel M, 2012) (Wright B.,
2010).

En este tipo de LES inducido por medicamento el patron de Anticuerpos
Antinucleares (ANA)“es normalmente homogéneo, ya que estos anticuerpos
tienen como blanco las*histonas y una diferencia es que estos ANA no tienen
capacidad de fijar complemento. (Borchers AT., 2007). En la actualidad no
existen criterios de diagnostico que estén estandarizados, para el diagnostico

de LESIF se han propuesto ciertos criterios:

» Pacientes con tratamientoseontinuo con un farmaco, por lo menos
de tres meses. g

> No tener historia clinica de haber padecido LES antes del
tratamiento con el farmaco.

> Presentacion de un cuadro caracterizado de fiebre, artritis,

malestar general y mialgias.


http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/000821.htm

» Presentar anticuerpos antihistona (en especial de tipo 1gG frente al
complejo ([H2A-H2B]- ADN) y anti-ADNss. Y no presentar
anticuerpos anti-ADNds y anti-ENA. (Pretel M., 2012)

Actualmente se han descrito cerca de 40 medicamentos que pueden causar

hidralazina, quini mg\@clgr ida, existen muchos mas

como pode Qgh%é i 10) (Rubin R., 2002).
&
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Tabla N°1 Farmacos descritos como potencialmente implicados en casos de lupus

eritematoso cutaneo subagudo inducido por farmacos. (Pretel M., 2012)

Farmacos

Alto riesgo (> 5%)

Bajo riesgo (<5%)

Antifingicos

Antihipertensivos

Quimioterapicos
Antiacidos
Antiepilépticos
Antimaléaricos

Inmunomoduladores

Hipolimemiantes
Antiinflamatorios
Antidepresivos
Antidiabéticos
Antiarritmicos
Benzodiacepinas
Antiagregantes
Antiestrégenos

Miscelanea

Griseofulvina
Terbinafina
Antagonistas de | Diltiazem,
los canales del | verapamilo,
calcio nifedipino

Betablogueantes | nitrendipino

Diuréticos Oxprenolol,
acebutolol
Docetaxel Hidroclorotiazida,

Espironolactona

Inhibidores de la enzima
conversora de la angiotensina

(cilazapril, captopril)

5-Fluorouracilo, capecitabina
Omeprazol, lansoprazol,
ranitidina

Fenitoina, oxcarbamazepina
Hidroxicloroquina
Etanercept, infliximab,
efalizumab, INF-a
leflunomida

Pravastatina, simvastatina
Naproxeno, piroxicam
Bupropion

Sulfonilurea (gliburida)
Procainamida

Tetrazepam, lormetazepam
Ticlopidina

Tamoxifeno

D-Penicilamina, insecticida

d) Factores genéticos

El primer mecanismo en la aparicion del

LES puede que sea por

predisposicion genética. Las investigaciones de Behrman et al. (2004)




indican que el lupus eritematoso sistémico puede tener un vinculo genético
(Behrman ., 2004).

Rojas et al., muestran que entre los genes asociados a susceptibilidad a
lupus se encuentran los genes codificados en el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH) que muestran la asociacion genética mas
importante, especialmente los_genes codificados_en la region clase Il del
CMH vy los leci-directamente implicados son el locus DRB1*15 y DRB1*16 de
los antigenos leucocitarios humanos (HLA) y el locus HLA-DQB1*03. Otros
estudios./indican que los alelos HLADRB1*03:01 vy €l HLA-DRB1*15:01
estarian™ asociados a LES"(Fermando MM., 2007). (Los alelos HLA-
DRB1*08:018 and HLA-DRB1*14:01 fueron también asaciados a LES en el
estudio realizado por Barcellos et al., el ano2009«(Barcellos-LF., 2009).

El locus HLA-DQ tambien presenta alelos asociados, como.en el estudio de
Morris ‘et al., en Europa, gue muestran que el loci HLA-DQA1*01:02 estaria
asociado a LES (Morris DL., 2012). Un estudio realizado en'el Reino Unido y
Estados Unidos indican que los alelos HLA-DQB1-DQA2 y HLA-DRB1*1501

como un facter de riesgo de desarrollar lupus (Rioux JD., 2009).

Quispe C., (2006) en su ‘estudio indica que las personas que portan el
antigeno HLA-DR2 presentan mayor riesgo de producir anticuerpos anti-DNA
de doble cadena o bicatenario, aguellos con HLA-DR3 producen anticuerpos
anti SS-A y anti SS-B y quienes poseen HLA-DRB1*04 y DRB1*03 generan
anticuerpos anti Sm y anti-RNP y que entre otros factores genéticos también
se encuentra la carencia de los factores C1r, Cls, C4, C2 6 C3 (Quispe C.
2006).


http://es.wikipedia.org/wiki/Gen%C3%A9tica

Otra seria la deficiencia de una enzima, la endonucleasa sérica DNasa 1 la
cual es muy importante en la degradacion de las trampas extracelulares de
neutrofilos (NET) que se forman a partir de los neutroéfilos para contener a los
microorganismos, en este fendmeno bioldgico el nicleo de los neutréfilos
pierde su forma Ilobulada, ¢ se shomogenizan la eucromatina y la
heterocromatina y hay tuptura de su membrana nuclear para que finalmente
se produzca la ruptura de la membrana’ celular y la liberacion al medio
extracelular las redes, este mecanismo sé denomina NETosis. Se ha
observado que loswpacientes con LES presentan una deficiencia de la
degradacion de las NET y se ha propuesto des mecanismos, en el primero
se observa una funcion ineficaz de esta enzima en la degradacion de las
NET y en el segundo,“es'la presencia de inhibidores de esta enzima (Fuchs
TA., 2007).

Otro gen que ha sido asociadoes a LES es el gen que codifican la ECA. Este
gen de la ECA, se encuentra en el cromosoma 17923 y comprende 21 Kb,
que acelera la produccion una proteina importante en el sistema renina-

angiotensina y el sistema de calicreina-quinindgeno (Pullmann R., 1999).
5. Patogénesis de la enfermedad

Los anticuerpos patégenos en la enfermedad son de afinidad elevada a los
LT y especificos de los compohéntes nucleares. Segun Mejia (2004) los LB
especificos del ADN propio se unen a complejos formados por proteinas
nucleosémicas y ADN, procesan las proteinas y presentan los epitopes
peptidicos a los LT cooperadores, con la consiguiente produccion de

autoanticuerpos anti-ADN pero no se sabe si el defecto patogénico primario



(pérdida de la tolerancia central o periférica) afecta a los LB, LT

cooperadores 0 a ambos.

Cuando la capacidad de aclaracibn de complejos inmunes es dafiada,
conduce a un proceso de apoptosis y finalmente a la necrosis secundaria de
las células, estas liberan__fragmentes nucleares como potenciales
autoantigenos, asir.como sefiales de- peligro. externas induciendo la
maduracion-de-las células dendriticas, ya que han perdido la integridad de
sus membranas: (Rojas W., 2012) Entonces, la autoinmunidad posiblemente
resulta’ qpor Aa prolongada ,exposicion a los autoantigenos nucleares e
intracelulares provenientes*'de las células apoptoticas, y necroticas
secundarias, produciendo ademas una abrogacion de la\totlerancia de los LB
y LT hacia células apoptéticas. Los'dinfocitos, son activados por estos
autoantigenosy lo.. cual . produce. inflamacion 'y la —produccion de
autoanticuerpos. El proceso anteriormente mencionado es. iniciado por las

células-plasméaticas (Rutstein J., 2000).

a) Dafo renal producido por LES

Como se menciohdranteriormente, LES produce dafio organico y el rifion es
uno de los érganos mas afectados, predeminando la inflamacion, el depdsito
de anticuerpos, complejos inmunes y factores del complemento (Koffler D.,
1967).

En 1967, Koffler determind, que los pacientes lupicos que desarrollan nefritis
lGpica, contenian anticuerpos anti-DNA de doble cadena y estos anticuerpos
tenian la capacidad de unirse a células y tejidos de los pacientes (Koffler D.,

1967). Existen dos teorias principales para el dafio renal por estos



anticuerpos, ambas mencionan que por si solos no establecen el sitio del
dafio tisular (Berden JH., 1999).

La primera indica que principalmente el DNA de doble cadena se encuentra
en forma de nucleosomas, que son fragmentos de cromatina que se liberan
de las células que hicieron-apoptosis (Enriquez-Mejia MG., 2013). Berden et
al. han propuesto gue- estos anticuerpos. ‘eén pacientes con LES, migran a
nucleosomas para ‘entrar al torrente sanguineo, asi estos complejos
anticuerpo-nucleosoma van a depositarse a 1a membrana basal glomerular
(Berden JH., 1999), 'Estos complejos activan elssistema de complemento por
la via clasica |0 gue da-inicio-a la-glemérulo nefritis (Enriquez-Mejia MG.,
2013)

La segunda teoria plantea que los anticuerpos anti-DNA de doble cadena,
antinucleosoma o' ambos ingresan .al-rindn ‘unidos a proteinas y una vez
dentro producen efecto_ patogenico sobre/las células renales, esto es un
ejemplo de polirreactividad en el que anticuerpos similares pueden llegar
unirse a diversos antigenas, por el hecho de tener epitopos compartidos
(Enriquez-Mejia MG., 2013). En el riidén los antigenos blanco son elegidos
por la presencia de alfa-actinina, gue es esencial para el funcionamiento de
los podocitos, que son muy importantes en la filtracion glomerular,
presentdandose proteinuria 'y las  caracteristicas histolégicas de la
glomerulonefritis  (Michaud JL.',-.2006). Pero, es necesario sefalar que los
anticuerpos anti-alfa-actinina no son especificos para LES y solo funcionan
como un marcador de actividad. (Becker-Merok A., 2006) (Mason LJ., 2004)



b) Dafio a SNC producido por LES

El sistema nervioso es también afectado, por la pérdida de la tolerancia por
parte del sistema inmune (Sl), existiendo manifestaciones neuroldgicas que
ocasionan psicosis, convulsiones, accidentes cerebro-vasculares, mielitis
transversa, neuropatia craneal y periférica,.corea, pseudotumor cerebral, etc.
(Morales AR., 1999).-Actualmente, no- se -sabe exactamente como se
producen estos-daros, pero hay evidencia de.una.gran relacién entre el Sl y
el neuroendocrino ya que estos comparten una serie de mediadores tanto a

nivel endégeno como exogeno (Eiguchi K., 2002).

Estos sistemas se integran a diferentes niveles, como las hormonas clasicas
y los neurotransmisores que se unen‘a, os reeeptores; especificos de las
células' del "8l ayudando en su regulacion, la preduccion de citoquinas
pueden actuar sobre“celulas del sistema neuroendocrino,’ alterando su
funcion,-las hormonastliberadas por el hipotalamo, asi como los estimulos
que manda: el S| acttan sobre linfocitos ayudando la liberacion de
neuropéptidos, que podrian modificar la actividad del sistema neuroendocrino
y algunas células del S| producen citoquinas o péptidos semejantes a las
citoquinas, que son capaces de modular.la,funcion de las células del Sl
(Eiguchi K., 2002).

En el dafio producido al SNC por LES se indican dos mecanismos, uno
producido por una vasculopatia que puede ser inflamatoria o no, y el otro por
efecto citotoxico de anticuerpos contra las neuronas como los
antineurofilamentos y los anti P ribosomales. La vasculopatia inflamatoria
puede mostrarse bajo dos modalidades, que son por depdsito de complejos

inmunes en los vasos sanguineos produciéndose una vasculitis necrotizante



tipo poliarteritis, pero este tipo de dafio no es frecuente en pacientes con LES
(Calabrese L., 1997) (West S., 1995), la otra modalidad es por
leucotrombosis que es la vasculopatia mas frecuente del SNC y no existen
depoésitos de complejos inmunes_en vasos sanguineos, este proceso se
parece al fenomeno de Shwartzmam.en.que la IL-1 y el TNF, estimulan la
expresion de moléculasyde adhesién. en la superficie de las células
endoteliales, permitiendo la union de neutrdfilos y plaguetas, que son
estimulados por complejos inmunes circulantes lo que conduce a dafio
microvascular difusow(Morales AR., 1999).

6. Caracteristicas clinicas

La causa subyacente de la enfermedad aun #Q Se conoce completamente,
pero se caracteriza ' por. la aparicion .de manifestaciones clinicas
conjuntamente conrla’ presencia de, autoanticuerpos en sangre, formando
complejos inmunes; gque. 'se alojan en /diferentes organos produciendo
posteriormente dafio a'estos.

Las manifestaciones clinicas mas importantes consisten en erupciones
cutaneas, artritis y glomeérulonefritis, la gravedad varia entre leve e
intermitente o persistente y.fulminante. En la tabla 2 se muestran las

manifestaciones clinicas mas frecuentes (Schweinerberg J., 2009).



Tabla N°2. Manifestaciones clinicas caracteristicas de Lupus Eritematoso Sistémico.
(Marshall J. 2002)

Manifestaciones clinicas Frecuencia %
Dolores articulares (astralgias) 95
Fiebre mayor a 38° C 90
Artritis (inflamacion de las articulaciones) 90
Asteniay adinamia .o ' ':.“:'.___ - 81
Rash en la piel — 74
Anemia/ ()" LT
Afeccién'de los rifiones 50

Serositis (inflamacion de teji or de pulmonesy 45
corazén ol

Roncha en forma de mariposa en las mejillas y en la nariz | 42

Foto sensibilidad a laluz solar 130

Pérdida del cabello 27

Problemas en la coagLEcic’)n de Ia ﬁangrr ' 120

Fendmeno de Raynaud (dedos que se ponen blancos y/o | 17

morados con el frio)

Convulsiones i 15

Ulceras en la boca o en la nariz 12

Esta enfermedad por lo general produce una gran variedad de
autoanticuerpos, Thomas (2002) sefala que en personas afectadas con
lupus pueden producir autoanticuerpos contra DNA, histonas, eritrocitos,
plaquetas, leucocitos y factores de la coagulacién y la interaccién de estos
autoanticuerpos con sus antigenos especificos ocasiona diversos sintomas.

(Thomas., 2002). Los autoanticuerpos especificos contra eritrocitos y




plaquetas, por ejemplo, puede originar lisis mediada por complemento que

conduce a anemia hemolitica y trombocitopenia respectivamente.

Otra caracteristica clinica de esta enfermedad son las células LE, que fueron
descritas por Malcom Hargraves yeHelen Richmond en el afio 1948 por
primera vez (MargraveSyMM., 1948)," en el afio 1949 Haserick et al.,
demostraron que en preparaciones de medula ¢sea de pacientes sanos si se
afadia plasma de pacientes con LES se desarrollaba el fendbmeno de las
células LE y fue la'base para postular los ' mecanismos autoinmunes de la
enfermedad. Las . celulas LE son polimarfenucleares (PMN) que han
fagocitado materialauclear que se*observan eomo vacuolas homogéneas en
la periferia. Ahora ‘se sabe que los ANA penetran e inducen la apoptosis que
resulta en fagocitosis de cuerpos apoptéticos par los PMN y los anticuerpos
anti ds-DNA impiden la degradacion del DNA-nuclear (Carrillo RE., 2012).

Si bien la prueba ‘de~células LE ha sido una de las primeras pruebas
descubiertas para el diagnostico de LES, esta prueba no tiene la sensibilidad
y especificidad suficiente para hacer diagndstico, porque muchos pacientes
lGpicos no presentan la prueba positiva, solo un 50% de la poblacion lUpica
presenta esta prueba positiva, por. esto se planteo el desarrollo de pruebas
de mayor sensibilidad y especificidad para el diagnostico de la enfermedad
(Quintana GL., 2003). or



B. RELACION ENTRE EL POLIMORFISMO DEL GEN QUE
CODIFICA LA ENZIMA CONVERTIDORA DE LA
ANGIOTENSINA Y LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

El gen de la ECA contiene un polimorfismo basado en la presencia o
ausencia de un fragmento sin, sentidoe,..ya que mutaciones conllevan a
delesiones de segmentos'de ADN de diferentestamafos, como por ejemplo
es el caso de-a'mutacion mdx (Dmd™®) en.el ratén- (réplica de la distrofia
musculay’ de-Duchenne en el hombre), en la cual una delecion provoca la
transcripcion/de un ARN mensajero anormal y la ‘falta’de distrofina, una
proteina” importante para el funcionamiento del musculo: 'En el caso de
inserciones, el genoma de los mamiferos contiene miles \de copias de
distintos | tipos .de. secuencias de ADNqllamadas retroposones (en inglés,
retroposons oitrans- posable elements) y. estas secuencias-son también una

fuente de mutaciones porinsercion. (Benavides FJ., 2003)

Rigat et al. observé una asociacion del polimorfismo del gen que codifica la
ECA conf la presencia de LES, establecio que el polimorfismo genético
debido a unaiinsercion (I) o delesion (D) en el eniintron 16 de este gen y las
manifestaciones clinicas asociadas estariagasociado al genotipo D/D o al
alelo D, como Hussain et al.(2010) Aes muestra en su estudio en poblacion
Pakistani encontrando un 54% del genotipo D/D en pacientes con LES (Rigat
B., 1990) (Hussain N., 2010).

Enzima convertidora de angiotensina

El gen ECA codifica una enzima que es una dicarbopeptidasa que utiliza

como cofactores al Zn?* y CI" para realizar sus diferentes funciones, Hubert



(1991) indica que la ECA es producida por varios tejidos como el pulmon, el
endotelio, el rifidn, el corazon y los testiculos (Hubert C., 1991). Su funcion
principal es convertir la angiotensina | en angiotensina ll, esta tiene accion
vasoconstrictora potente, esto se. da a nivel del endotelio vascular de algunos
organos (pulmon, rifidn, eorazon, sistema.vascular, células musculares lisas)

y en el plasma sanguineoy (Baudin B.,'2002)

La secuenciacion/del*gen de la ECA en el'hambre, comprende 21000 pares
de bases, que se loecalizan en el cromosomar®1l7 (17923) y esta compuesto
por 26 exones Yy 25 intrones. Rigat et al., (1990)indica que en el intron 16 se
ha detectado uUngpolimorfismo referido a“la presencia/insercion (I) o
ausencia/delecion (D) de una.secuencia Alu repetitiva la cual comprende 287
pares de bases (Sayed-Tabatabael FA., 2006). (Rigat B., 1990). Rigat et al.,
y Ueda et al. (1995). afirmaron que los sujetos. gue presentan el polimorfismo
de D tienen niveles~serologicos mas. altos de' ECA en sangre que aquellos
que portan el alelo I'(Rigat B. 1990) (Ueda etal., 1995).

1. El sistema renina-angiotensina aldosterona

El sistema renina-angiotensina-aldosterona se pone en marcha cuando la
renina actla sobre el angiotensinogeno (Garrison JC., 1991). Esta es una
alfa2-globulina circulante en plasmé y constituye el sustrato principal de la
renina, no el Unico. La sintesis y secrecion del angiotensinégeno se produce
a nivel hepatico de forma continua, aunque el RNA que codifica esta proteina
es también abundante en el tejido adiposo, riidn y algunas regiones del
sistema nervioso central. Los niveles de ECA se incrementan por la accion
de diversas hormonas, entre las que destacamos los glucocorticoides,

estrogenos y tiroideas (Fernandez C, 1995).



La renina humana es una aspartil-proteasa que se sintetiza en forma de pre-
prohormona de gran tamafo en las células del aparato yuxtaglomerular,
situado en la pared de las arteriolas aferentes del rifidn y es liberada a la
circulacion ante estimulos tales como: la disminucién de la natremia, la
hipovolemia, la hiperkalemia y los niveles elevados de angiotensina Il. La
prorrenina, que deriva de-una _pre-prorrenina inicial, tiene relativamente poca
actividad biologiea. La renina_plasmatica convierte el angiotensinébgeno en
angiotensina l;-por_si"misma no tiene actividad-enzimatica (Fernandez C.,
1995).

En el endotelio vascular~de algunos organos (pulmon, rifion, corazon,
sistema vascular, células musculares lisas) y en el plasma;{a\ angiotensina |
es conyertida en angiotensina Il gracias@aJa ECA lo que nos da una idea de
la importancia.de su actividad en ellmantenimiento de la presion sanguinea,

la volemia y el contenidoelectrolitice del organismo (Fernandez C., 1995).

2. Accién de la'angiotensina

La angiotensina Il es un potente agente vasoconstrictor, segun Fernandez &
Gallego (1995) es capaz de aumentar lagresistencia vascular periférica y
como consecuencia aumentar la tension arterial y la post-carga. Actla de
forma especifica sobre las arteriolas, aunque tiene accion también sobre las
vénulas. La contraccion es mas elevada en el territorio esplécnico y renal que

en el masculo esquelético o el cerebro.

A nivel renal también cumple una accion en el funcionamiento del rifiidn
como:

e Disminucion de la filtracién glomerular.



e Aumento de la presion intraglomerular.
e Aumenta la presion arterial al desencadenar directamente la
vasoconstriccion y al estimular la secrecion de aldosterona, lo cual

favorece la retencién de sodio (Na++).

En la glandula suprarrepal, la angiotensina Il estimula la secrecion de
aldosterona, que actua a nivel renal produciendo una reabsorcion de sodio y
agua, con incremento;de la excrecion de potasio. En consecuencia, hay un
aumento de la volemia, la presion arterial y la precarga que es la cantidad de
sangre que el corazon debe bombear con-cada latido y representa el
volumen de sangresgque estira las fibrassmusculares ventriculares (Fernandez
C., 1995)

La angiotensina Il también eumple |a funcién_de molécula pro-inflamatoria,
que incrementa y perpetua la respuesta inmune en los tejidos renales y no
renales, también se hd. demostrado que.es un importante mediador de la
progresion de la enfermedad renal en los pacientes lupicos (Parsa, et al.,
2002).

. ANTECEDENTES GENERALES SOBRE EL PROBLEMA

El LES es una enfermedad que_afécfa entre 300 a 400 pacientes por cada
100.000 mil habitantes en todo'-el mundo (Molina J., 2000), se ha realizado
analisis del polimorfismo del gen de la ECA y su asociacién con LES. Estos
estudios han revelado que el individuo sano con el genotipo D/D puede ser
resistente al tratamiento con inhibidores de la enzima convertidora de la
angiotensina (Ueda, 1995). Sato et al. (1999) mostro que aquellos individuos

gue presentaban el genotipo I/l presentaron un aumento significativo en la



actividad de LES y un aumento sérico de los niveles de Ds-DNA en aquellos

con el genotipo D/D.

Otro estudio realizado por Parsa et al. (2002), con datos estadisticamente
significativos demostré que existe asociacién en el polimorfismo de I/D de

ACE entre familias no caucasicas (61% de.transmision, con una P = 0,026).

Contrariamente-.a lo~reportado por Sato,~Hussain. (2010) en poblacién
pakistanji; analizé 61 pacientes con LES y 61 controles, determinando que la
frecuencia de D/D era elevada en los pacientes con LES-con respecto a la de
los controles y observé quelafrecuencia del gen ECA no estaba en equilibrio
de ligamiento. La frecuencia de los genotipos D/D, I/D y I/I'fue de 54, 3y 4%
en los pacientes con LES y 23, 32 y 6%, respeetivamente-en las personas

sanas-utilizadas eomo controles.

Prakcinet'al. (2001) determinaron que la ECA estaba asociada a LES ya que
encontraron mayor frecuencia del genotipo D/D la poblacion estudiada, las
frecuencias de D/D, I/D, y I/ 'en pacientes con LES fue de 50, 28, 22% y en
controles sanes 25; 50, 25% respectivamente. (Prkacin 1., 2001)

Pullman et al. (1999) encontraron en la Republica de Eslovaquia que el alelo
D se encontraba en mayor frecuencia en pacientes lupicos que en los
controles, los pacientes con LES presentaban 62,9% y los controles 52%.
Tassiulas et al. (1998) hallaron resultados opuestos en afroamericanos en los
que la frecuencia del alelo D era méas baja en pacientes lapicos (59%) que en
los controles (72,4%) (Tassiulas et al., 1998).

En Bolivia no a la fecha no existen publicaciones cientificas reporten el

polifermismo del gen de la ECA en la poblacion boliviana o en estudio de



asociacion con enfermedades, este es el primer trabajo que intenta reportar

estos aspectos.
IV.  JUSTIFICACION

El LES es una enfermedad autoinmune crénica caracterizada por una serie
de anomalias a nivel del sistema inmune, se.caracteriza por la produccion de
autoanticuerpos contra diferentes componentes. proteicos de la membrana
celular y del ndcleer celular, como se menciondé anteriormente, presenta
diferentes manifestaciones clinicas que van: desde un eritema malar,
disminucion de' los,Vvalores hematel6gicos, dolores articulares hasta dafio

multiorganico severo a'nivel neurolégico,cardiaco o renal entre otros.

Debido a las graves consecuencias gue produce la enfermedad en los
pacientes a nivel mundial y el incremento de nuevos casos en nuestro
medio, se estan aupando esfuerzos para mejorar las herramientas de
diagnéstico y tratamiento de la enfermedad. Asi como también, en la
identificacion de posibles factores genéticos o medioambientales que
predisponen a la enfermedad. El mejor conocimiento de los factores
ambientales, como el polimorfismo genético, permitirdn a los equipos
médicos en general implementar .medidas de medicina preventiva para
disminuir la incidencia de la énfermedad, brindando informacion y

tratamiento oportuno a los paciéntés susceptibles a LES.

Por lo antes expuesto, el presente estudio tiene como objetivo determinar
mediante el uso de la prueba molecular de PCR la asociacién genética entre
el polimorfismo genético en el intrén 16 del gen codificante de la ECA con

LES y el riesgo a sufrir NL. Se hace este planteamiento debido a re ha



reportado que los individuos que portan el alelo D ya sea en homocigosis
(D/D) u heterocigosis (I/D) tienen mayor predisposicion a padecer LES y NL.

Con los resultados del estudio se pretende dotar de una herramienta de
laboratorio que aporte en la toma de decisiones referidas al ambito de la
medicina preventiva y _asistencial, que-permita mejorar la sobrevida de los
pacientes afectados por.LES y retarde la‘aparicion. del dafio organico terminal
que produce esta enfermedad, factores que-al'final repercutirdn en que el
paciente lUpico mejore asi su calidad de vida.

V. PLANTEAMIENTO DEE'PROBLEMA

Las estadisticas,del Laboratorio de Histocompatibilidad 'en-inmunogenética
del! Instituto"SELADIS, en los ultimes afios han evidenciado que existe un
elevado numero de casos de LES gue se registran cada afio, como ejemplo
entre los afnos 2010 w2011 se diagnosticaron 141 y 146-casos nuevos de
LES respectivamente 'y el ano 2012 se diagnosticaron,134 casos nuevos. El
LES al igual que el resto de las enfermedades autoinmunes, no tiene cura,
administrandese solo tratamiento de sostén o paliativo a los pacientes
lipicos. A la fecha se conoce que se.puede retardar la aparicion de la
enfermedad si se toman las acciones’de medicina preventiva oportunamente.
Por lo tanto, es de gran importancia poder determinar si un paciente tiene el

genotipo de susceptibilidad a la enfermedad.

VI. HIPOTESIS

El polimorfismo del gen de la ECA a nivel del intron 16 estd asociado a la

susceptibilidad a LES y al riesgo a desarrollar Nefritis Lupica.



VIl.  OBJETIVOS
A. OBJETIVO GENERAL

que codifica la Enzima Ce i 1giotensina con la susceptibilidad a

LES y con el riesgo
B. OBJETIVC

a) Optimizar la ' - atai on de insercion o delecion
de un frag ) ( el i 1 en que codifica la enzima

convertidora

b) Determinar la fre jel polimorf jenotipico (I/1), (I/D) o (D/D) del

c) Asociar la frecuencia d yenotipos (I/1), (I/D) o (D/D) con la presencia

de nefropatia lupica.

d) Asociar las caracteristicas ¢ Ra olégicas (ANA, DNA-ds, DNA-ss y
Anti-Smith) de los pacier Jpicos con el polimorfismo del gen que

codifica la enzima convertidora de angiotensina.



VIll.  DISENO METODOLOGICO

Optimizacién de la PCR para la determinacién de

polimorfismo a nivel del intrén 16 del gen de la ECA

A 4

[ Pacientes con LES y controles sanos

A

y

Se informé a

los pacientes

sobre los objetivos del estudio

|

e

-

Consentimiento
informado e historia
clinica

Toma de muestras para las pruebas seroldgicas (ANA,

ds-DNA, ss-DNA y Smith) y pruebas moleculares

l

Entrega de resultados seroldgicos

y moleculares a los pacientes.

A 4

Elaboracidn de los resultados y analisis

estadistico.

A. TIPO DE ESTUDIO

El trabajo de investigacion corresponde a un estudio caso-control.



B. POBLACION EN ESTUDIO

La poblacion en estudio estaba conformada por 172 muestras, de las cuales
87 provenian de pacientes que tenian diagnostico clinico y de laboratorio de
LES y 85 muestras de pacientes aparentemente sanos que fueron usados
como controles. Los pacientes fueron seleccionados por conveniencia por lo

gue no se requierio el calculo de tamafio muestral.

IX. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

A. CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes de cualquier edad y sexo con diagnéstico de LES con o sin

nefropatia lUpica.

El grupo control estaba constituido por personas “aparentemente sanas”, que
tuvieron serologia negativa para LES y otras enfermedades autoinmunes.

B. CRITERIOS DE EXCLUSION
Se excluyeron del estudio a aquellos pacientes que presentaron otra
patologia autoinmune diferente a LES. Se excluyeron a mujeres
embarazadas.

C. MATERIAL BIOLOGICO

A los pacientes involucrados en el estudio se les tomd 5ml de sangre venosa

en un tubo Vaccutainer con anticoagulante EDTA.3K. Para determinar los



marcadores serolégicos de laboratorio para catalogarlo como paciente caso
(con LES) o control (sin LES) se utilizdé el plasma, a partir del paquete

globular se realiz6 los estudios moleculares.

D. TAMANO DE LA MUESTRA

ividuo&ﬁu@%rfn?r?ﬂ"b’dﬁé del

e estudio fueron

informados de los objetivos, el alcance; como también de las
. @ . ®
posibles complicacio ier de la toma de muestra. Para

lo cual, se obtuvo su c tirﬁie ormado. El paciente en ningun
momento pagé monto alguno por las pruebas de laboratorio que se le
realizaron. También, se entreg6 al paciente una copia de los resultados de
las pruebas realizadas, tanto serol6gicas como moleculares.



X.  CONTEXTO Y LUGAR

El presente estudio fue desarrollado en los ambientes del laboratorio de
Histocompatibilidad e Inmunogenética ubicado en el piso 6to del Instituto
SELADIS de la FCFB de la UMSA. El laboratorio cuenta con todos los

materiales y equipamientos necesarios para la realizacion del estudio.

A. METODOS

9. Optimizacién de la prueba de PCR para la identificacion de
insercion o delecion de un fragmento de 287 pares de

bases en el intron 16 del gen ECA.

Los polimorfismos del gen de la ECA estan siendo utilizados como uno de los
marcadores de predisposicion a enfermedades mas estudiados del eje
renina-angiotensina. La optimizacion de la PCR para determinar la posible
asociacion de insercion o delecion de un fragmento de 287 pb en el intron 16
del gen de la ECA con susceptibilidad a LES se realizé en dos pasos: a) la
PCR ECAL, permitié identificar la presencia o ausencia de los alelos | o D y

b) la PCR ECA2 permitié confirmar la ausencia del alelo I.

La optimizacion de ECAL se realizé a partir del método propuesto por Chiang
(ver tabla 3) realizando las modificaciones y adaptaciones a las condiciones
de la PCR propuestas por el autor para adecuarlas a las condiciones de
trabajo del laboratorio. Las secuencias de los cebadores que se utilizaron en
el estudio fueron: oligonucleétido en sentido 5: 5°-CTG GAG ACC ACT CCC
ATC CTT TCT-3’, oligonucleétido anti-sentido: 5°-AT GTG GCC ATC ACA



TTC GTC AGA-3'. El producto esperado era un fragmento de 190pb para el

alelo insercion y de 490pb para el alelo D.

Las concentraciones y volumenes de los reactivos para realizar la
amplificacion fueron: Tris-HCI 200 mM, KCI 500 mM, MgCl, 2,0 mM, 0,32 mM

cebador, 0,8 uni C i imerasa (Promega, EUA) y

/) e
agua para un ; n(;gga las amplificaciones se

9. )

Ca_ . 3)
Las condiciones de PCR 6 para amplifican el’g
des @%r lizacién inicial a 95°/5 min; 5 ciclos de: 95° C/ r%u
729/CT1 min; 'gws{(ﬂb’;mﬁn in, 659 CAmingy 72° Cl1-mi

C/

ECA1 fueron:
70° C/1 miny
: 30 ciclos de:

acion a partir del meg
or Shanmugam et al-, ‘citado por

ino ECA2 y se esperaba u mento amplificado de
DNA de 335 p qﬂ" Iﬁ.del alelo Insercion. En este
segundo PCR se utilizaron cega . oligonucled6tido en sentido 5™: 5°-
TGG GAC CAC AGC GCC CGC CAC TAC-3, oligonucledtido anti-sentido:
5-TCG CCA GCC CTC CCATGC CCA TAA-3".

do confirmatorio que
er, (ver tabla 3) a

la cual se

Las concentraciones y volumenes de los reactivos fueron las mismas que en
el anterior caso, con la adicion de DMSO al 1%. Las condiciones de la PCR
para ECA2 fueron: desnaturalizacion inicial a 94 °C/3 min; 35 ciclos de 94
°C/30 s, 67 °C/45 sy 72 °C/60 s y una elongacion final a 72 °C/10 min.



10.0Obtencién de material genético humano.

A partir de la sangre venosa tomada con anticoagulante EDTA.3K, se
realiz6 el aislamiento del ADN del paciente mediante el protocolo de
obtencion del ADN optimizado en el laboratorio de Histocompatibilidad e
Inmunogenética del Instituto SELADIS que se basa en el uso del kit
comercial Wizard Genomic DNA purification (promega, USA). El protocolo

de aislamiento de ADN se describe brevemente:

1. Se centrifugd la muestra de sangre con EDTA.K3 a 3000 rpm por 10
min.

2. Se tomo6 400 ul de la interfase del plasma paquete globular y se
transfiri6 a un tubo Eppendorf nuevo, luego se agregé 900 pL de
Buffer de lisis celular.

3. Se mezclé bien por 20 seg y se incubd por 10 min, se centrifugd a
14000 rpm durante 1,5 min.

4. Se desechd el sobrenadante y se secd suavemente en papel
absorbente.

5. Se agregd nuevamente al precipitado 900 pL de Buffer de lisis y se
repitié los pasos 3y 4.

6. Luego, al precipitado se le agregé 400 pL de Buffer de lisis de
nacleos y 2 uL de RNAasa, se mezclé bien hasta que el pellet se
disgregue.

7. Se tapo con parafilm y se llevé a incubacion a 37°C por 30 min en un
bloque calentador. Luego se atemper6 por 2 min para facilitar una
adecuada lisis proteica.

8. Se agreg6 130 pL de Buffer de lisis de proteinas evitando mezclar

bruscamente.



9. Se centrifugdé a 14000 rpm por 10 min. Y se transfirio el sobrenadante
a otro tubo Eppendorf debidamente etiquetado

10.Se agrego6 400 puL de Isopropanol y se mezclo por inversion suave
para precipitar el material genético. Luego se centrifugd a 14000 rpm
por 1,5 min.

11.Se desecho el sobre ada nt? e-seco el tubo en papel absorbente.

12.Se agreg _qg\%L d ano /gi-,rr}?f clando bien por inversion y
se ce ,tﬂ'\fx}g’é a14000 rpm por 1,5 mi C%;

£, \h
13.Se @}\)ft/l 0S pasos 11y 12 dos veces mas ya

14 ,Después de desechar el sobrenadante, se lle 0 &secar los tubos en
-

g% e calentador nte media hora. \ ()
%e resuspendio el. precipitado con Buffer de res %
= 5 del HAE: -

nsion de ADN,
acUb6. e, blogue cafentador a 65°C

s Blue/Orange 6X
calidad del DNA

®
aterial genético obtenido se

17. Para de ernﬁ"ntr

cuantificé6 con ayud un. e rofotbmetro, utilizando cubetas de
cuarzo. Se realiz6 una dilucion 1/10 del material genético obtenido
con agua libre de nucleasas para luego hacer la lectura a una
longitud de onda de 280/260 nm por tres veces consecutivas. Se
saco el promedio de las lecturas para saber la concentracion de DNA
obtenido en la extraccion. Finalmente, se guardd el material genético

a -20°C hasta el momento de su utilizacion.



11.Revelado de los productos amplificados de la PCR ECAl y
PCR ECAZ2.

Los amplicones obtenidos se identificaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2,5 % a 150 voltios, 350 mAmp por 30 min. en tampén TBE 1X
tefiido con SybrGrenn 1/1000. La visualizacion de los amplicones se realizo
con ayuda de un transiluminador UV a una longitud de onda de 254 nm. Los
productos esperados para ECAL eran de 490 pb para Insercion, 190 pb para
Delecion, y para ECA2 de 335 pb.

12.Asociacion de la frecuencia de los genotipos (I/1), (I/D) o
(D/D) del gen de la ECA en pacientes con LES.

Para determinar las frecuencias alélicas del polimorfismo de inserciones y/o
deleciones de un fragmento de 287pb en el intron 16 del gen de la ECA en
los pacientes lUpicos o controles se utilizé el software F-stat versién 2.9.3.2.
2002 y GENETIX version 4.05. Para determinar la asociacion de los
genotipos I/l, I/D y D/D del gen ECA con la susceptibilidad a LES se utilizo el

test de X? y el Odds ratio para un intervalo de confianza del 95%.

13.Asociacion de la frecuencia de los genotipos (I/1), (I/D) o

(D/D) con la presencia de nefropatia lupica.

Para determinar la posible asociacidén entre los polimorfismos del gen la ECA
con nefropatia lGpica, se utilizé el test de X? y el Odss ratio para un intervalo
de confianza del 95%.



14.Realizacién de la técnica de ELISA indirecto para medir los

niveles de anticuerpos anti: Ds-DNA, Ss-DNA y Smith.

La medicion de los niveles de los diferentes anticuerpos producidos en LES,
es de gran importancia para el diagnéstico y seguimiento de los pacientes

gue padecen esta enfe

qFA

ds-DNA{(Trinity Biotech. USA), determinacion de ti@_}a 0s anti-Ss-DNA

-
(Trinj y%i ech, USA), de anticuerpos, anti \antigeno Smith
(Tri iQ?B tech. USA). Todas estas determinaciones se réalizaron mediante
la é@i iend : i fabricante. Ver

ir titulos dé“A ticuerpos IgG
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Los nivele A se determinaron a partir sma obtenido de los
se utilizd el kit de la linea

pacientes en estuffi cni
. ® L
comercial Orgentec, Ale odo rocesos para la técnica de IFI se

realizaron en base a las recomendaciones realizadas por el fabricante. Ver

anexo N°4



16.Asociacion de las caracteristicas clinicas y seroldgicas de

los pacientes con LES y el polimorfismo del gen ECA.

Para evidenciar si existe asociacién entre las caracteristicas clinicas y
serologicas con el polimorfismo del gen de la ECA, se analiz6 la parte clinica
a partir de las encuestas realizadas a los pacientes con LES y la serologia a
partir de las pruebas de laboratorio que se les realiz6 a los pacientes con

LES. Y se utiliz6 la prueba de X? para ver si existe la posible asociacion.

Xl.  RESULTADOS

Con el propésito de cumplir los objetivos planteados en el presente estudio,
en primer lugar se realizé la optimizacion de la prueba de PCR para la

evaluacion del polimorfismo del gen de la ECA y su asociacion a LES.

1. Optimizacion de la prueba de PCR para la identificacién de
insercion o delecion de un fragmento de 287 pares de

bases en el intron 16 del gen ECA.

La optimizacion de prueba de PCR para el gen de la ECA se realizé en
varios pasos, en el primer ensayo para la optimizacién existié la amplificacion
de ECA1 y no de ECA2, también se observo exceso en la concentracion del
cebador utilizado (figura 1). Para resolver ambos problemas, se afadio
DMSO al mix de ECA2 y se diluyé a la mitad la concentraciéon de los

cebadores.
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750 pb

400pb

335pb

50pb

Figura 2. Fotografia de la amplificacion del gen ECA 2 luego de la adicion de DMSO. En los
pozos 2, 3, 4,5, 6y 7 (centro) se observa bandas a 335 pb indicativo para confirmar la
presencia del alelo insercion en ECA2, en todas las bandas existe barrido que no deja
observar con claridad las bandas, en los pozos 1 y 8 se observa el marcador de peso

molecular.

Para eliminar el barrido presente en la electroforesis se procedio a realizar
cambios en las concentraciones de los dNTPs y ADN. Estos ultimos cambios
permitieron obtener resultados de PCR ECAl y el PCR ECA2. Con los
cambios realizados se pudo obtener las bandas esperadas que permitieron
evidenciar la presencia de homocigosis o heterocigosis a nivel del intron 16
del gen de la ECA (figuras 3 y 4). De manera general en la tabla 3 se
muestra los cambios resultantes de la optimizacién de las PCR ECA que se
realizaron a los protocolos de PCR inicialmente propuestos por Chiang y

Lindpainther.



: otipificacion el polimorfismo
I/D el gen ECAL. ), a) se observan pandas de 490 pb
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2564 pb
750 pb

335pb

150 pb

50 pb

Figura N°4 Fotografia de la corrida electroforética de la genotipificacion del polimorfismo
de ECAZ2, en los pozos 1, 2, 3, 4, 5y 6 se observa bandas a 335 pb confirmando la presencia

del alelo insercidn, en los pozos 1y 8 se observa el marcador de peso molecular.



Tabla N°3. Comparacion de la concentracion de los reactivos propuestos por Chiang y

Shanmugam y las concentraciones utilizadas en el presente estudio para la optimizacion de
la PCR para ECAly ECA2.

50 Mm 500mM

. i gen!tico (I, /D y D/D) del
gen de paci n LES.

Las frecuencias encontradas del polimorfismo de I/l, I/D y D/D del gen de la
ECA, muestran que solo para el alelo insercién ya sea en homocigosis 0
heterocigosis hay significancia estadistica, ya que la prueba de X? con
correccion de Yates, para el genotipo I/l e I/D emitié un valor de 6,19 y 4,22
respectivamente para un a=0,05 y una p de 0,01 y 0,04 respectivamente.



Tabla N24. Tabla de frecuencias genotipicas del polimorfismo del gen de la ECA en pacientes

con LES versus pacientes sanos.

41 47 1 68 2 0,01
I/D 42 48,3 27 31,8 69 0,04
D/D 4 4,6 0 0 4 0,13

. Tota 87 85 172

I= Insercién, D= Delecion

Para hacer un mejor analisis del probable impacto que pueda tener el alelo
Insercion o Delecién en la susceptibilidad o n6 al LES, se hizo un andlisis de
las frecuencias alélicas utilizando los software libres F-stat version 2.9.3.2.
2002 y GENETIX version 4.05 2004 (tabla 5). Los resultados muestran que

“I”

la frecuencia del alelo “I” es mayor en la poblacion de pacientes sanos que
en la de pacientes lapicos. Por otra parte, se observa una mayor frecuencia
del alelo D en el grupo de pacientes con LES que en el grupo de pacientes
control. El célculo de X? con correccién de Yates lanzo un valor de 7,45
(p=0,006) indicando que las diferencias son estadisticamente significativas.

“I”

El valor del Odds ratio de 0,47 indica que el alelo tiene una tendencia
hacia la resistencia a la enfermedad; en el caso del alelo D el Odds ratio
indican que las personas con este alelo tiene el doble de predisposicion al

lupus que las personas que no lo portan.



Tabla N25. Comparacion de frecuencias las alélicas del intrén 16 del gen de la ECA entre la

poblacién de pacientes con LES y la poblacién de pacientes aparentemente sanos.

84,1 0,006 0,47(0,28-0,79)

son mayores en

ue la pnge'ggieB@,iangtipos I/

pacientes in nefropatia lipica que en lo

el genotipo | s te en pa ropatia lupica que en la
poblacion sin nefrop \g encontrado fue de 1,26 (p =

0,534) (a=0,05) lo que nos indica que no existe diferencia estadisticamente

resentan. A su vez,

significativa entre ambos grupos de estudio. El célculo del Odss para los tres
genotipos muestran una cercania al valor de 1, indicando que no existe

diferencias en la predisposicion o proteccion a nefropatia lUpica.



Tabla N26. Comparacién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo del gen de la ECA

en pacientes con LES con y sin nefropatia lUpica.

%

Frec. Frec. %

I/ 15 50,0 26 456 41 0,87 1.08(0.47 — 2,85)
I/D 14 46,6 28 49,1 42 0,99 0.91(0.14 - 15,7)
D/D 1 4,4 3 5,3 4 0,90 0.62(0,06 — 6,06)

. Total 30 57 87

OR(IC) = Odss Ratio (Intervalo de confianza)

Para determinar el impacto real que podria tener el alelo Insercion o el alelo
Delecion se analizé re-categorizando nuevamente los pacientes en funcion al
alelo que portaban (tabla 7). Los resultados obtenidos indican que el alelo D
se encuentra en mayor frecuencia en pacientes sin dafio renal que en
aquellos que no presentan dafio renal. El célculo de X? con correccion de
Yates muestra que las diferencias de las frecuencias encontradas para
ambos alelos en los dos grupos comparados no son estadisticamente
significativas. El célculo del Odss para los dos alelos muestran una cercania
al valor de 1, indicando que no existe diferencias en la predisposiciéon o

proteccion a nefropatia lupica.



Tabla N297. Frecuencias alélicas del polimorfismo del gen de la ECA en pacientes con LES

asociado a nefropatl'a |Upica.

°o Frec
73,3 70 2 0,79 1.17(0,58 — 2,35)
26,7 34 29,8 50 0,79 0.85(0,43-1,72)

85

asociacion polimorfismo del _gen d de Ia ECA. tablas 8 y 9 se
LA PAZ

muestran era general las manlfestacmne S reportadas por los
pacientes qu i sificadas segu recuencia de presentacion. En
I6gicas estas se clasifican en

funcién a la frecuencia de positividad de los resultados.

En la tabla 8 podemos observar que la artritis, el edema y la alopecia fueron
las caracteristicas clinicas que se presentaron con mayor frecuencia en
pacientes lupicos, con un 90,7, 85,3 y 81,3% respectivamente.



Tabla N2 8. Tabla general de las caracteristicas clinicas que presentaron los

Frec. % Frec. %
68 90,7 7 9,3
64 85,3 11 14,7
61 81,3 14 18,7
48 64 27 36
47 62,6 28 37,3
46 61,3 29 38,7
42 56 33 44
40 53,3 35 46,7
40 53,3 35 46,7
39 52 36 48

37 49,3 38 50,7

pacientes con LES.

En la tabla 9 observamos que los pacientes lUpicos dieron resultados
positivos, para ANA un 61,4%, anticuerpos anti Ds-DNA de 70,1%,
anticuerpos anti Ss-DNA de 24,3% y anticuerpos anti-Smith 22,7%. También
se muestran los porcentajes de resultados dudosos y negativos que reportd

este grupo de pacientes.



Tabla N2 9. Tabla general de los resultados obtenidos de las pruebas seroldgicas realizadas a
los pacientes con LES.

Anti-Ss-DNA

Anti-ds-DNA Anti-Smith

Anticuerpos
antinucleares

n=83 % _n=87 % n=/0 % n=75 %

Positivo Sill 61,4 61 70,1 17 24,3 17 22,7

Dudoso ;a/\pxgww,ﬁ,\o 0 0 0

Negativo A2 14,5 26,4 53 75,7 58 77,3
- . ~ O

O
tablas 10 al 12 se. encuentran los result do& el andlisis de la

asocj éan e las tres ca linicas mas frec n@s
ser Io@c s con el pollmorflsmo l, f/D y D/D) del gen
] .

los resultados

A. Para este
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En la tabla mos observar la asociacion d orfismo del gen de la

ECA con respecto®” cia s. articulares y los titulos de
anticuerpos hallados e up?o entes. Se observa que de estos

pacientes, 40 pacientes (52,8%) dieron ANA positivo, 48 pacientes (64%)

anti-DS-DNA positivo, 15 pacientes (22%) anti-Sm positivo y 12 pacientes
(18,5%) Ss-DNA positivo. Ademas se observa que los pacientes lupicos que
portan el alelo D, ya sea en homocigosis y/o heterocigosis (I/D + D/D), el
namero obtenido de pacientes es sumando los pacientes con el alelo I/D y
D/D, ejemplo: 17 pacientes con el genotipo I/D y 3 con el alelo D/D
presentaron ANA positivo asi se obtiene que 20 pacientes (27,7%) dieron



ANA positivo, entonces 20 pacientes (26,7%) dieron ds-DNA positivo, 8
pacientes (11,8%) anti-Sm positivo y 5 pacientes (7,7%) ss-DNA que
presentaron esta caracteristica clinica en el transcurso de la enfermedad. El
célculo de X? lanzo valores que indican que no existe significancia
estadistica. Ver tabla N°10.

En la tabla 11 se observa la asociacion del polimorfismo del gen de la ECA
con la caida notable de cabello localizada y los titulos de anticuerpos
hallados, proporcionaron titulos serolégicos positivos, para ANA fue de 38
pacientes positivos (52,8%), 43 pacientes positivos de Ds-DNA (57,3%), 15
pacientes positivos Anti-Sm (22%) y 11 pacientes positivos (16,9%) para ss-
DNA. Observamos también, que los pacientes que portan el alelo D ya sea
en homocigosis y/o heterocigosis (I/D+D/D), dieron titulos positivos para ANA
de 19 pacientes (26,4%), 18 pacientes Ds-DNA (24%), 8 pacientes anti-Sm
(11,8%) y 5 pacientes ss-DNA (7,7%) que presentaron caida de cabello en el
transcurso de la enfermedad. El calculo de X? lanzo valores que indican que
no existe significancia estadistica. Ver tabla N°11.

En la tabla 12 se puede ver la asociacion del polimorfismo del gen de la ECA
con la presencia de edema y los titulos seroldgicos hallados, encontrando 39
pacientes (54%) de ANA positivo, 45 pacientes (60%) de Ds-DNA positivo,
15 pacientes (22%) de anti-Sm positivo y 11 pacientes (16,9%) de ss-DNA
positivo. Asi mismo los pacientes que portan el alelo D ya sea en
homocigosis y/o heterocigosis (I/D+D/D), se hallaron titulos positivos para
ANA de 18 pacientes (25%), 18 pacientes Ds-DNA positivos (24%), 7
pacientes anti-Sm positivo (10,3%) y 5 pacientes positivo (7,7%) de ss-DNA

que presentaron edema en el transcurso de la enfermedad. El célculo de X2



lanzo valores que indican que no existe significancia estadistica. Ver tabla
N°12.

El analisis de las otras caracteriticas clinicas no se las realizo porque no

presentaron una alta frecuencia como las mensionadas anteriormente, pero
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Tabla N2 10. Asociacion del polimorfismo del gen de la ECA en pacientes con LES, respecto a dolores articulares o artritis y los titulos
de ANA, anti Ds-DNA, anti-Smith y anti-Ss-DNA.

ANA Anticuerpos Anti-dsDNA Anticuerpos Anti- Anticuerpos Anti-
Polimorfismo ACE Total Total Smith Total SS-DNA Total
1/40 | 1/80 | 1/160 Negativo | Dudoso | Positivo Negativo | Positivo Negativo | Positivo
Dolor |Presencia| 5 5 20 30 5 28 33 2 7 29 21 7 28
Il |articular | Ausencia| 0 0 2 2 0 2 7 1 1 2 1 0 1
Total 5 5 22 | 32 5 30 35 23 8 31 22 7 29
Dolor |Presencia| 3 12 | 17 | 32 13 2 17 32 21 8 29 25 3 28
I/D |articular | Ausencia | 2 2 1 5 2 0 3 5 5 0 5 4 1 5
Total 5 14 | 18 | 37 15 2 20 37 26 8 34 29 4 33
Dolor |Presencia 3 3 3 3 3 3 1 2 3
D/D |articular | Ausencia 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 3 3 3 3 3 3 1 2 3
Dolor |Presencia| 8 17 | 40 | 64 18 2 48 66 46 15 61 47 12 59
articular | Ausencia| 2 2 3 8 2 0 5 7 6 1 7 5 1 6
Total Total 10 | 19 | 43 | 72 20 2 53 75 52 16 68 52 13 65
X?=0,02 p=0,89 X?=0,0 p=0,98 X°=0,13 p=0,71 X?=0,11 p=0,74




Tabla N2 11. Asociacion del polimorfismo del gen de la ECA en pacientes con LES, respecto a la caida de cabello notable en forma

localizada y los titulos de ANA, anti Ds-DNA, anti-Smith y anti-Ss=DNA. _
QFARMACﬁU
ANA G lernos AnTods f*/r\‘ Anticuerpos Anti- Anticuerpos Anti-
. . , Smith Ss-DNA
Polimorfismo ACE 7 Téta otak] Total Total
1/40 | 1/80 }46@ Negativo | Dudoso | Positivo @é%%/o Positivo Negativo | Positivo
(
Caida |presencia| 2 | 5 /] 19 [ 26 4 0 25 | 29 18\ | 7 25 17 6 23
de - N )
N | cabelio | Ausencia | 3 | o/ )’y | 6 1 5 |6 | \s-| 1 6 5 1 6
Total 5 | by p2 | 32 5 30 [ 35| 234\ s 31 22 7 29
Cg\l’da Presencia| 4 | [o7| 16 | 32 | 13 15 | 20| 18 7 8 26 22 3 25
e - )
IID | cabello | Ausencia [ 1 g_l_ l 2 v ‘Y 8] E; 0 8 7 1 8
Total 5 147 15 26] —. | 8 34 29 4 33
Caida |presencia ) { 2
de
D/ID | capello | Ausencia . 0 0
Total \ 2
Caida |presencia 14\ 15 54 40 11 51
de
Total LCabello Ausencia | 4 5 1 14 12 2 14
Total 10 19 16 68 52 13 65
X?=0,01 p=0,71 X?=0,34 p=0,56




Tabla N2 12. Asociacion del polimorfismo del gen de la ECA en pacientes con LES, respecto a edema y los titulos de ANA, anti Ds-
DNA, anti-Smith y anti-Ss-DNA.

ANA Anticuerpos Anti-dsDNA Antlcuerpos Anti- Anticuerpos Anti-
. . Smith Ss-DNA
Polimorfismo ACE Total Total Total Total
1/40 | 1/80 |1/160 Negativo | Dudoso | Positivo Negativo | Positivo Negativo | Positivo
Presencia| 4 5 21 30 5 0 27 32 21 8 29 22 6 28
Edema -
I/l Ausencia 1 0 1 2 0 0 3 6 2 0 2 0 1 1
Total 5 5 22 32 5 0 30 35 23 8 31 22 7 29
Edema Presencia| 4 10 15 29 13 1 15 29 19 7 26 22 3 25
I/D Ausencia 1 4 3 8 2 1 5 9 7 1 8 7 1 8
Total 5 14 18 37 15 2 20 38 26 8 34 29 4 33
Presencia 3 3 3 3 3 3 1 2 3
Edema -
D/D Ausencia 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 3 3 3 3 3 3 2 3
Ed Presencia| 8 15 39 62 18 45 64 43 15 54 45 11 51
ema
Total Ausencia 4 4 10 2 8 11 9 1 14 7 2 14
otal
Total 10 19 43 72 20 53 75 52 16 68 52 13 65
X°=0,01 p=0,94 X?=0,07 p=0,79 X?=0,07 p=0,79 X°=0,34 p=0,56




XIl. DISCUSION

En el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Instituto SELADIS,
se ha observado en los dltimos afios un gran numero de casos confirmados de
LES, en afios 2010 y 2011 con 141 y 146 casos nuevos respectivamente y el afio
2012 se diagnoticaron 134 casos nuevos en poblacion pacefia, este hecho ha
motivado a buscar métodos moleculares que se puedan emplear en el campo de

la medicina preventiva. Permitiendo asi aminorar el dafio consecuente a érganos y

En este estu |83éé aptaron a 87 pacientes con diagnostic
mujer: varo Ef? los pacientes lupic orados al estudio f%

Durante el

polimorfismo genético en el intron 16 del gen de la seé modifico las
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et al (1998) y

inicialmente propuestas por
Lindpainther et al., o odificaciones itiero e los reactantes del

concentraciones

MIX estén acorde a los requ
PCR. En la PCR no se utilizd triton

polimerasa empleada en la
100 debido a que la amplificacién de los
alelos “I’ 'y “D” fue eficiente sin usar este compuesto. El triton X100 es un
detergente no iénico, que rompe los conglomerados de la enzima Taq DNA
polimerasa para promover su actividad enzimatica. (Alonzo A. 1987) Lindpainther
afirma que cuando se utiliza los cebadores propuestos por Chiang, hay una
supresiéon de la amplificacion del alelo 1, teniendo asi la amplificacién

preferentemente del alelo D en heterocigosis (I/D), por lo que el utilizd un segundo



cebador propuesto por Shanmugam et al., (1993) que permitié confirmar si el
producto amplificado era realmente D/D o un genotipo I/D no amplificado.

Los resultados de las frecuencias obtenidas de los polimorfismos del gen de la
ECA (I/l, I/D y DID) en pacientes lupicos fue de 47,1%, 48,3% y 4,6% y en
pacientes sanos fue de 68,2%, 31,8% y 0%, existiendo una diferencia significativa
entre ambos grupos de estudio (p<0,05). El genotipo D/D se encontré presente
solo en pacientes lapicos. Al asociar el polimorfismo del gen ECA con la
susceptibilidad a LES, el X? indica que existe una dependencia o relacion entre el
polimorfismo de las dos variables analizadas. El Odds Ratio obtenido fue dos
veces mayor en los pacientes que portan el alelo D en el genotipo. Existen varios
estudios realizados en poblacion lupica, en que asociaron el polimorfismo del gen
de la ECA con LES, como el de Hussain et al., (2010) en su estudio realizado en
Pakistan, que determinaron las siguientes frecuencias (/1) 6,6%, (I/D) 4,9% y (D/D)
88,5% mostrando una relacion entre el genotipo D/D con la susceptibilidad a
lupus. Un estudio de Topete et al., (2012) reporta que pacientes mexicanos lupicos
presentan los siguientes genotipos del gen de la ECA I/l (21,5%), I/D (57%) y D/D
(21,5%). Kaufman et al., (2001) en un estudio hecho en Oklahoma, reportaron las
siguientes frecuencias genotipicas I/l (23,4%), I/ID (39,6%) y D/D (37,1%).
Contrariamente El-Shafeey et al., (2005) en Egipto hall6 las siguientes frecuencias
genotipicas I/l (10%), I/D (54%) y DID (36%). El estudio de Uhm et al., (2002) en
Korea, hallaron las siguientes frecuencias para el genotipo I/l (39%), I/D (41%) y
D/D (20%) y finalmente el estudio de Molad et al., (2008) reporto en pacientes
lUpicos israelies que se caracteriza por las siguientes frecuencias genotipicas: I/l
(5%), I/ID (36%) y D/D (59%). En el presente estudio se muestra que en la
poblacion lupica atendida en el Instituto SELADIS el alelo D en los genotipos I/D y
D/D esta en mayor frecuencia que en el genotipo control. Por ello se hizo el
analisis de las frecuencias del polimorfismo del intron 16 del gen de la ECA a nivel
de la expresion de los alelos | o D. Observandose que el alelo D se presenta en un
28,7% en los pacientes lupicos y en el 15,9% de los controles (p=0.006),

confirmando entonces que los pacientes que portan el alelo D tienen dos veces



mas riesgo de padecer lupus que los pacientes que no lo portan. Esto
posiblemente se deba a la diferencia étnica entre los distintos grupos
poblacionales o la heterogeneidad genética de las poblaciones estudiadas. (Al-
Awadhi AM, 2007)

Al investigar el posible rol del polimorfismo del gen de la ECA en la predisposicion
a NL, se observo que el polimorfismo genotipico (I/I, I/D y D/D) en pacientes con

nefropatia lapica es del 50%, 46,6% y 4,4%, y el polimorfismo alélico (I o D) es de

poblacion lupica sin “se’ 5-di i @P{I‘_\‘ tiva (p>0.05). Existen

Gﬁﬁﬁg ismo del gen de la
., (2013) reportd que los pacientes,que-portan el genotipo

Aunque se descon@ce la etiologia exacta de LES, se ha
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combinacion de res de riesgo genéticos y even ientales podrian

favorecer el inicio .g ‘L S, 2006; Chai HC,

resion de la enfer
am acteristicas clinicas y luego
las caracteristicas serologicas que loS pacientes presentaron al momento de la

blecido que una

2012). En este estudio se an

captacion. Finalmente se asociaron ambos aspectos con el polimorfismo del gen
de la ECA.

En el estudio la artritis es la caracteristica clinica que se presentdé en mayor
frecuencia (90,7%). Hussain et al., (2010) reportaron que la artritis se presentd en
el 78,9% de la poblacion lupica pakistani. En el estudio de Al-Awadhi et al., (2007)
un 95,8% de la poblacion lupica estudiada presento artritis y el estudio de Abbas



et al., (2012) hall6 que un 48% de poblacién lUpica presentd esta caracteristica.
De esta manera se observa que en pacientes lapicos los problemas articulares se
pueden presentar en diferente proporcion segun sea la poblacion estudiada. La
artritis en los lUpicos se debe a la alta produccion de autoanticuerpos y de
complejos inmunes que se depositan en el tejido articular en forma localizada o

general. (American College of Rheumatology. 1999)

Otra caracteristica clinica que se presentd en mayor frecuencia fue la alopecia con
81,3%. Abbas et al., (2011) reporto que solo el 8% de la poblacion lupica en Egipto
presentd esta caracteristica. Es frecuente la caida de cabello cuando la LES se
encuentra activa, solo un 27% (Marshal J. 2007) de la poblacion lapica la
presenta, por lo que observamos es una caracteristica clinica que se encuentra en
proporciones diferentes en los grupos de estudio y posiblemente esto se deba a la
diferencia étnica y que en el momento de la captacion de los pacientes en nuestro
estudio, estos fueron sometidos anteriormente a altas dosis de tratamiento (los
citostaticos, antitiroideos, anticoagulates, el mercurio y el acido valproico) para

contrarrestar la enfermedad lo que conlleva asimismo a la caida de cabello.

El edema, se presentd en una frecuencia del 85,3% en los pacientes IUpicos. Esta
es una caracteristica que se presenta en un 90% (Marshal J. 2007) de la poblacién
lipica, que si bien se muestra a un inicio de la enfermedad, también suele
presentarse por el tratamiento suministrado o0 como consecuencia de
manifestaciones cardiacas y por la frecuencia hallada en nuestro estudio es una
caracteristica que segun la Asociacion Reumatologica Americana ayuda en el
diagnostico y seguimiento del paciente. Hasta el momento no existen estudios que
indiqguen una asociacion entre el polimorfismo del gen de la ECA y estas

caracteristicas clinicas (alopecia 'y edema).

Todos los pacientes captados en el presente estudio al momento de la
incorporacion fueron seleccionados en base a los resultados positivos de ANA y
ds-DNA. Los pacientes retornaron al laboratorio para hacerse los test moleculares



y las pruebas serolégicas de control del tratamiento de uno a tres meses después
de la captacién, habiendo en todos los casos recibido el tratamiento
correspondiente en funcion a las caracteristicas clinicas que presentaron. Se
observa que de los pacientes captados solo el 61,4% dio ANA positivo. En un
estudio similar Al-Awadhi et al., (2007) reportdé que el 100% de los pacientes
presento ANA positivo, mientras que en el estudio de Abbas et al.,, el 88%
presentd titulos positivos para este marcador seroldgico. Este anticuerpo se

encuentra en un 98% de los pacientes diagnosticados con LES, lo cual lo hace

tamiento de la enfermedad
(Silva E. 2009). En | fd;sﬁz’)m \]
presento titulos positi b (s:fﬁgx_ NA y ds-DNA del
100% al 88% y/ tamiento recibido por

hallo que un 70,1%

pacientes lUpicos, tienen un p
1984 KofflerH.. 1967)
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Se encontré que oblacion lapica estudiada los a

anti-Smith se prese .e 24,3% y 22,7%jesp amente. Aunque la
frecuencia de positividad d ueb alta, ambas pruebas son

importantes ya que no solo ayudan a descartar la posible presencia de un lupus

s anti ss-DNA y

medicamentoso (ss-DNA) sino que también ayudan a confirmar la enfermedad, si
no que titulos positivos de anti-Smith solo la presentan personas con esta
enfermedad, el Unico inconveniente es que solo del 10 a 30% de los pacientes

producen este tipo de anticuerpo (Zieve GW. 2003).

Por ultimo, para poder establecer una posible asociacién de los polimorfismos del

gen de la ECA con alguna caracteristica clinica y su patron serologico



correspondiente se asoci0 estas tres variables. En los aspectos clinicos solo se
hizo el andlisis a los tres mas frecuentes. En el andlisis estadistico no se pudo
detectar la vinculacion significativa 0 asociacion genética entre estas variables
(p>0,05). Se observa que a nivel del polimorfismo del gen de la ECA (I/l, I/D y
D/D), el genatipo I/l se correlaciona mejor con los niveles elevados de las pruebas
de ANA y ds-DNA en pacientes lupicos. En el caso de anticuerpo ss-DNA y anti
Smith se observé que en relacién al genotipo I/I, estos anticuerpos solo se

presentaron del 16% al 22% en los pacientes lupicos del estudio.

Se observa que, también los pacientes que presentaron artritis y se caracterizan
por portar preferentemente el genotipo I/l y tienen titulos positivos de ds-DNA en el
37,3% de los casos. Este marcador seroldgico estaria en mayor frecuencia en
comparacion con los otros marcadores serolégicos (ANA, ss-DNA y Smith). De la
misma manera se observa que los titulos positivos de ds-DNA estan en mayor
frecuencia en la asociacion de las otras dos caracteristicas clinicas (alopecia y
edema). Posiblemente el alelo Insercién (I) juegue un papel importante en la
produccion de autoanticuerpos en LES y predisponga a padecer estas

caracteristicas clinicas.

Seria importante hacer un estudio de cohorte para determinar si el polimorfismo
ECA I/l condiciona a que los pacientes lupicos tengan niveles elevados de
autoanticuerpos y que condicione a agravar el estado de salud del paciente lupico.

Xlll.  CONCLUSIONES

Los pacientes lupicos se caracterizan por presentar el alelo delesion en
heterocigosis (I/D) o en homocigosis (D/D), siendo el riesgo de padecer LES dos
veces mas con respecto al grupo control. Este para metro puede ser utilizado en
medicina preventiva para establecer el riesgo de desarrollo de LES en los

familiares de pacientes lupicos.



Se realiz6 la optimizacion de la prueba de PCR para la identificacion de insercién
o delesién de un fragmento genético de 287 pb a nivel del intron 16 del gen de la
ECA.

Se establecidé que los pacientes lupicos los genotipos del gen ECA se expresan de
la siguiente manera l/l, I/D y D/D (47,1%, 48,3% y 4,6%) y que en el grupo control
68,2%, 31,8% y 0% respectivamente siendo las frecuencias genotipicas

estadisticamente significativas entre ambos grupos de estudio.

Se estableci6é que en I i poli ogf(sﬁ)b/(g
' de‘ﬁSrg nte a NL.

ré una asociacion entre el polimorfismo e@e de la ECAy

las caracteri E’Sas clinicas y serolégi

Gracias a los resu cientes lUpicos

s del estudio,se puede,evidenciar q
se caracterizan poE po el alelo D en heterocigosis ocigosis. Si bien en
nuestra poblacion el a

i6 asom una manifestacion clinica
en particular y con los nivele ticwer comlenda hacer un estudio

de mayor profundidad para evaluar si la asociacion del gen ECA con otros genes

es un factor predisponente para padecer un determinado tipo de manifestacion

clinica como complicacién de las enfermedad.
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ANEXO N° 1

Protocolo para la determinacion de anticuerpos anti ds-DNA (ELISA)

Realizar dilucidon de muestra Calibrador

5 1/21 ‘
con el suero diluvente y Control (-)

Muestras

'

[ Pipetear 100 pL a los micro pocillos }

correspondientes, que contienen los antigenos

¢

Incubar 30 min.
Temperatura ambiente

Lavar 3 300pL de solucion
veces de lavado

[ Pipetear 100 pL de conjugado a cada micro pocillo. ]

\ A

Incubar 30 min.
Temperatura ambiente

Lavar 3 300uL de solucidn
veces de lavado

[ Pipetear 100 pL de substrato a cada micro pocillo. ]

v

Incubar 15 min.
Temperatura ambiente en
obscuridad



[ Parar la reaccion con 100 pL de solucion de parada. ]

}

[ Realizar la lectura de 450 a 630nm, en un lector de }

ELISA




ANEXO N° 2

Protocolo para la determinacion de anticuerpos anti Smith (ELISA)

Realizar dilucidon de muestra Calibrador

5 1/21 ‘
con el suero diluvente y Control (-)

Muestras

'

[ Pipetear 100 pL a los micro pocillos }

correspondientes, que contienen los antigenos

¢

Incubar 30 min.

Temperatura ambiente

Lavar 3 300pL de solucion
de lavado
veces

[ Pipetear 100 pL de conjugado a cada micro pocillo. ]

\ A

Incubar 30 min.
Temperatura ambiente

Lavar 3 300uL de solucion
veces de lavado

[ Pipetear 100 pyL de substrato a cada micro pocillo. ]

v

Incubar 15 min.
Temperatura ambiente en
obscuridad



[ Parar la reaccion con 100 pL de solucion de parada. ]

l

[ Realizar la lectura de 450 a 630nm, en un lector de }

ELISA




ANEXO N° 3

Protocolo para la determinacion de anticuerpos anti ss-DNA (ELISA)

Realizar dilucidon de muestra Calibrador

_ 5 1/101 ‘
con el suero diluvente Control (-)

Muestras

'

[ Pipetear 100 pL a los micro pocillos }

correspondientes, que contienen los antigenos

}

Incubar 30 min.
Temperatura ambiente

Lavar 3 300pL de solucién
veces de lavado

[ Pipetear 100 pL de conjugado a cada micro pocillo. ]

\ /

Incubar 15 min.
Temperatura ambiente

Lavar 3 300uL de solucion
veces de lavado

[ Pipetear 100 pL de substrato a cada micro pocillo. ]

v

Incubar 15 min.
Temperatura ambiente en
obscuridad



[ Parar la reaccién con 100 pL de solucion de parada. ]

Realizar la lectura de 450 a 630nm, en un lector de
ELISA




ANEXO N° 4

Protocolo para la determinacion de anticuerpos antinucleares (IFl)

Kit comercial

[ Realizar dilucién del tampdn ]_> 1/10

Realizar dilucidon de muestra 1/40 1/80 1/160
con el tampdn PBS

Pipetear 30 pL a los micropocillos correspondientes,
gue contienen los antigenos

}4_

Incubar 30 min.
Temperatura ambiente

Lavar con
tampon PBS

Lavar con tampdn por 10 minutos en
agitador rotatorio (Shaker, BOECO).

\ 4

Secar las placas con papel absorbente (tener cuidado de
no tocar los antigenos)
Afadir una gota del conjugado.

v

Incubar 30 min. Temperatura
ambiente en obscuridad.

Control (-)
Control (+)
Listos para usar




!

Lavar con

tampd

n PBS.

A

y

Lavar con tampdn

agitador rotatorio (Shaker, BOECO). En
obscuridad

por 10 minutos en

A

y

Secar las placas con papel absorbente (tener cuidado de
no tocar los antigenos)

Colocar Glicerina tampo

nada y un cubre objetos

limpio y nuevo. Mantener en obsucridad.

A

y

[ Realizar lectura en microscopio de Fluorescencia o luz UV. ]




Tabla N2 13. Asociacidon del polimorfismo del gen de la ECA en pacientes con LES, respecto a erupciones después de exponerse al sol y los titulos de ANA, anti
Ds-DNA, anti-Smith y anti-Ss-DNA.

ANA Anticuerpos Anti-dsDNA Anticuerpos Anti- Anticuerpos Anti-
Polimorfismo ACE Total Total Smith Total Ss-DNA Total
1/40 | 1/80 | 1/160 Negativo | Dudoso | Positivo Negativo | Positivo Negativo | Positivo
Fotosensi| Presencia 3 2 10 15 3 0 13 16 10 5 25 11 4 15
1 bilidad | Ausencia 2 3 12 17 2 0 17 19 13 3 16 11 3 14
Total 5 5 22 32 5 0 30 35 23 8 31 22 7 29
Fotosensi | Presencia 2 9 12 24 11 0 13 24 14 7 21 17 3 20
I/ID | bilidad | Ausencia 3 5 5 13 4 2 7 13 12 1 13 12 1 13
Total 5 14 18 37 15 2 20 37 26 8 34 29 4 33
Fotosensi | Presencia 3 3 2 2 2 1 1
D/D | bilidad | Ausencia 0 0 1 1 2 0 1
Total 3 3 3 3 3 1 2
Fotosensi | Presencia 5 11 25 61 14 0 28 42 26 12 54 29 8 51
bilidad | Ausencia 5 8 18 14 6 2 25 33 26 4 14 23 5 14
Total Total 10 19 43 72 20 53 75 52 16 68 52 13 65
X?=1,35 p=0,24 X?=0,07 p=0,79 X?=0,03 p=0,86 X?=0,16 p=0,68




Tabla N2 14. Asociacidn del polimorfismo del gen de la ECA en pacientes con LES, respecto a enrojecimiento o erupcién sobre la nariz y las mejillas en forma de
alas de mariposa y los titulos de ANA, anti Ds-DNA, anti-Smith y anti-Ss-DNA.

Anticuerpos Anti-

Anticuerpos Anti-Ss-

ANA Anticuerpos Anti-dsDNA Smith DNA

Polimorfismo ACE 1/40 | 1/80 | 1/160 | Total | Negativo [ Dudoso | Positivo | Total| Negativo Positivo |Total| Negativo Positivo | Total
Eritema | Presencia| 5 3 7 15 4 0 13 32 12 3 15 12 3 15
malar | Ausencia 0 2 15 17 1 0 17 6 11 5 16 10 4 14

I/l Total 5 5 22 32 5 0 30 35 23 8 31 22 7 29
Eritema | Presencia| 2 8 11 21 9 0 12 21 12 6 18 16 1 17
malar | Ausencia 3 6 7 16 6 2 8 16 14 2 16 13 3 16

I/D Total 5 14 18 37 15 2 20 37 26 8 34 29 4 33

Eritema Presencia 2

malar | Ausencia 0 0] O 0 0 0 0 0 0 0 0

D/D Total 3 3 3 3 3 3 1 2 3
Eritema Presencia| 7 11 21 62 13 0 28 41 27 36 29 6 35
malar | Ausencia 8 22 10 7 25 34 25 32 23 7 30

Total Total 10 19 43 72 20 53 75 52 16 68 52 13 65




Tabla N2 15. Asociacidn del polimorfismo del gen de la ECA en pacientes con LES, respecto a signos y sintomas renales y los titulos de ANA, anti Ds-DNA,
anti-Smith y anti-Ss-DNA.

Anticuerpos Anti-

Anticuerpos Anti-Ss-

ANA Anticuerpos. Anti-dsDNA Smith DNA

Polimorfismo ACE 1/40 | 1/80 | 1/160 | Total | Negativo.| Dudoso | Positivo | Total | Negativo Positivo |Total| Negativo Positivo | Total
Presencia| 4 4 10 18 5 0 14 19 14 4 18 14 4 18

Renal | Ausencia 1 1 12 14 0 0 16 16 9 4 13 8 3 11

I/l Total 5 5 22 32 5 0 30 35 23 8 31 22 7 29
Presencia| 3 7 8 18 10 0 8 18 10 5 15 11 3 14

Renal | Ausencia 2 7 10 19 5 2 12 19 16 3 19 18 1 19

I/D Total 5 14 18 37 15 2 20 37 26 8 34 29 4 33

Presencia 2

Renal | Ausencia 0 0 0 0 0 0 0 0 0

D/D Total 3 3 3 3 3 3 1 2 3
Presencia 11 21 39 15 25 64 27 36 26 9 51

Renal | Ausencia 8 22 33 5 2 28 11 25 32 26 4 14

Total Total 10 19 43 72 20 2 53 75 52 16 68 52 13 65




Tabla N2 16. Asociacidn del polimorfismo del gen de la ECA en pacientes con LES, respecto a la aparicion de llagas orales o nasales por 5 dias o mas y los

titulos de ANA, anti Ds-DNA, anti-Smith y anti-Ss-DNA.

Anticuerpos Anti-

Anticuerpos Anti-Ss-

ANA Anticuerpos Anti-dsDNA Smith DNA

Polimorfismo ECA 1/40 | 1/80 |1/160 | Total | Negativo [ Dudoso | Positivo [ Total | Negativo Positivo |Total[ Negativo Positivo | Total
Presencia| 2 3 12 18 4 0 16 20 13 4 17 13 3 16
Aftas | Ausencia 3 2 9 14 1 0 14 15 10 4 14 9 4 13
I/l Total 5 5 22 32 5 0 30 35 23 8 31 22 7 29
Presencia| 2 9 14 24 11 0 13 24 17 5 22 17 4 21
Aftas | Ausencia 3 5 5 13 4 2 7 13 3 9 12 12 0 12
I/D Total 5 14 18 37 15 2 20 37 26 8 34 29 4 33

Presencia 2

Aftas | Ausencia 0

D/D Total 2
Presencia 12 29 62 15 32 64 33 9 42 31 9 40
Aftas | Ausencia 7 14 10 5 21 11 13 13 26 21 4 25
Total Total 10 19 44 72 20 53 75 46 22 68 52 13 65




Tabla N2 17. Asociacidn del polimorfismo del gen de la ECA en pacientes con LES, respecto a problemas cardiopulmonares y los titulos de ANA, anti Ds-DNA,
anti-Smith y anti-Ss-DNA.

Anticuerpos Anti-

Anticuerpos Anti-

ANA Anticuerpos 'Anti-dsDNA Smith Ss-DNA
1/8 | 1/16 | Tota [ Negativ_| Dudos | Positiv| Tota | Negativ | Positiv | Tota [ Negativ | Positiv | Tota
Polimorfismo ECA 1/40| 0O 0 | 0 0 0 | 0 0 | 0 0] |
Problem as Presencia 3 3 12 18 3 0 17 20 13 5 18 12 4 16
cardiopulmo
nares Ausencia 2 2 10 14 2 0 13 15 10 3 13 10 3 13
I/l Total 5 5 22 32 5 0 30 35 23 8 31 22 7 29
Problemas Presencia 2|5 7 14 7 0 7 14 10 2 12 12 0 12
cardiopulmo
nares Ausencia 3 9 11 23 8 2 13 23 16 6 22 17 4 21
I/D Total 5 14| 18 37 15 2 20 37 26 8 34 29 4 33
Problemas Presencia 3 3 3 3 3 3 1 2 3
cardiopulmo
nares Ausencia 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D/D Total 3 3 3 3 3 3 1 2 3
Problemas Presencia 5| 8| 22 | 35 10 0 27 37 26 7 33 25 6 31
cardiopulmo
nares Ausencia 5 11 21 37 10 26 38 26 9 35 27 7 34
Total Total 10 | 19 | 43 72 20 53 75 52 16 68 52 13 65




Tabla N2 18. Asociacidn del polimorfismo del gen de la ECA en pacientes con LES, respecto a convulsiones o problemas de memoria y los titulos de ANA, anti
Ds-DNA, anti-Smith y anti-Ss-DNA.

Anticuerpos Anti-

Anticuerpos Anti-

ANA Anticuerpos Anti-dsDNA Smith Ss-DNA

Polimorfismo ACE 1/40 | 1/80 | 1/160 | Total | Negativo | Dudoso | Positivo | Total [ Negativo | Positivo | Total [ Negativo | Positivo | Total
Presencia| 2 5 11 18 3 0 16 19 14 4 18 14 4 18
Convulsiones | Ausencia | 3 0 11 14 2 0 14 16 9 4 13 8 3 11
I/l Total 5 5 22 32 5 0 30 35 23 8 31 22 7 29
Presencia| 2 9 8 19 9 1 9 19 15 3 18 14 3 17
Convulsiones | Ausencia | 3 5 10 18 6 1 11 18 11 5 16 15 1 16
I/D Total 5 | 14 | 18 37 15 2 20 37 26 8 34 29 4 33
Presencia 2 2 2 2 2 2 1 2

Convulsiones | Ausencia 0 1

D/D Total 2
Presencia| 4 | 14 | 21 62 12 1 27 64 31 7 38 29 8 51
Convulsiones | Ausencia| 6 5 22 10 8 1 26 11 21 9 30 23 5 14
Total Total 10 | 19 | 43 72 20 53 75 52 16 68 52 13 65




Tabla N2 19. Asociacidon del polimorfismo del gen de la ECA en pacientes con LES, respecto a anemia y los titulos de ANA, anti Ds-DNA, anti-Smith y anti-Ss-

DNA.

Anticuerpos Anti-

Anticuerpos Anti-

ANA Anticuerpos Anti-dsDNA Smith Ss-DNA

Polimorfismo ACE 1/40 | 1/80 | 1/160 | Total | Negativo | Dudoso | Positivo | Total [ Negativo | Positivo | Total [ Negativo | Positivo | Total
Presencia| 2 5 14 21 4 0 19 23 14 7 21 16 4 20
Anemia | Ausencia| 3 0 8 11 1 0 11 12 9 1 10 6 3 9
I/l Total 5 5 22 32 5 0 30 35 23 8 31 22 7 29
Presencia| 2 8 13 24 9 1 13 23 15 6 21 18 3 21
Anemia | Ausencia| 3 6 5 14 6 1 7 14 11 2 13 11 1 12
I/D Total 5 [ 14| 18 37 15 2 20 37 26 8 34 29 4 33
Presencia 1 1 1 1 1 1 0 1 1
Anemia| Ausencia 2 2 2 2 1 1 2

D/D Total 1 2
Presencia| 4 | 13 | 28 45 13 1 33 47 30 13 43 34 8 42
Anemia | Ausencia| 6 6 15 27 7 1 20 28 22 3 25 18 5 23
Total Total 10 | 19 | 43 72 20 2 53 75 52 16 68 52 13 65




Tabla N2 20. Asociacidon del polimorfismo del gen de la ECA en pacientes con LES, respecto a leucopenia y plaguetopenia y los titulos de ANA, anti Ds-DNA,
anti-Smith y anti-Ss-DNA.

Anticuerpos Anti-

Anticuerpos Anti-

ANA Anticuerpos Anti-dsDNA Smith Ss-DNA

Polimorfismo ACE 1/40 | 1/80 | 1/160 | Total | Negativo | Dudoso | Positivo | Total [ Negativo | Positivo | Total [ Negativo | Positivo | Total
Presencia| 2 3 15 20 4 0 18 22 15 4 19 16 3 19
Leucopenia| Ausencia| 3 2 7 12 1 0 12 13 8 4 12 6 4 10
I/l Total 5 5 22 32 5 0 30 35 23 8 31 22 7 29
Presencia| 1 8 14 23 8 1 14 23 16 5 21 17 4 21
Leucopenia| Ausencia| 4 6 4 14 7 1 6 14 10 3 13 12 0 12
I/D Total 5 114 | 18 37 15 2 20 38 26 8 34 29 4 33
Presencia 3 3 3 3 3 3 1 2 3
Leucopenia | Ausencia 0 0 0 0 0 0 0

D/D Total 2
Presencia| 3 11 32 46 12 1 35 48 34 9 43 34 9 43
Leucopenia | Ausencia| 7 8 11 26 8 1 18 27 18 7 25 18 4 22
Total Total 10 [ 19 | 43 72 20 2 53 75 52 16 68 52 13 65




FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS
INSTITUTO DE SERVICIOS DE LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO E INVESTIGACION EN SALUD

PROYECTO: DETERMINACION DE LA ASOCIACION GENETICA DE LOS POLIMORFISMOS
DELGEN QUE CODIFICA LA ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA, LOS LeL\iS
LOCIHLA-DR Y HLA-DQ CON SUSCEPTIBILIDAD A LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO EL3i

UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES “

CONSENTIMIENTO INFORMADO

T , de ..... afios de edad y con C................ s
expedido en .............., manifiesto que he sido informado sobre los objetivos del Proyecto
de Investigacién « Determinaciéon 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 diagnéstico de lupus eritematoso sistémico y su relacién 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 extraccién de sangre, asi mismo que
se me haran 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 segin las normas vigentes de Bioética. Que mi
participacién 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 ¥ A PRI IS s s s s i e e e s e oS TS cs
G om0 . A B 5 L L 8 8 B B A B A R R
D R E CCTON : ettt ettt et e e e e e e e e e eea e e e e e e e eeeee e ees e e ae e e e e en e eneenne snneneenenenn

NOMBRE DEL RESPONSABLE DE LA OBTENCION DEL CONSENTIMIENTO
INEORMATICNE csiscocausscossssisnssesseasenisndusnidndsiriiodissd o oo st bbb i s 0 e A
s D T L S S O e
0
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FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS
INSTITUTO DE SERVICIOS DE LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO E INVESTIGACION EN SALUD
PROYECTO: DETERMINACION DE LA ASOCIACION GENETICA DE LOS POLIMORFISMOS
DELGEN QUE CODIFICA LA ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA, LOS LeLa0\iS
LOCIHLA-DR Y HLA-DQ CON SUSCEPTIBILIDAD A LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO ELabi

UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES p

ANEXOS OBLIGATORIOS

16. HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE O PARTICIPANTE

Determinacién 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 atn desconocida, el 90%
de los pacientes con lupus son mujeres, estd 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 transmisiéon por herencia (como sucede con el color de los ojos 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, indicindoles 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, serd la primera vez que se hagan estos exdmenes.

Si usted acepta participar en el estudio y su médico tratante estd de acuerdo, un médico de nuestro
grupo, le hard 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 serd 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 moretén en el lugar del pinchazo, si le sucediera a usted, por favor comuniquese
mmmediatamente con nosotros para recibir instrucciones o la indicacién de algin tratamiento que
nosotros le daremos sin costo alguno. Usted podrd recoger los resultados de sus exdmenes 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 sera 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 diagnéstico de certeza de lupus. Los estudios a ser efectuados
no tendran ningin riesgo para usted.

Confidencialidad

Sélo su médico tratante, los investigadores y colaboradores del estudio, doctor y sus colaboradores
sabran que usted estd participando. Los registros que se hagan se hardn identificindolo sélo con un
nimero y no con el nombre; sin embargo, los médicos y bioquimicos que forman parte esta
mmvestigacion podran revisar de vez en cuando sus registros como parte de su actividad en el
proyecto. Si los resultados son publicados, usted no serd identificado por su nombre.

Av. Saavedra N® 2224 — Teléfono + 591-2-2612448. Fax.+591-2-2224895 - E-mail: lfsosa@umsa.bo



FACULTAD DE CIENCIAS FABRMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS
INSTITUTO DE SERVICIOS DE LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO E INVESTIGACION EN SALUD

PROYECTO: DETERMINACION DE LA ASOCIACION GENETICA DE LOS POLIMORFISMOS
DELGEN QUE CODIFICA LA ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA, LOS Lela\iS
LOCIHLA-DR Y HLA-DQ CON SUSCEPTIBILIDAD A LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO EL3Li

UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES p

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

Compensacion
A usted no se le cobraran las consultas ni exdmenes de laboratorio necesarios para la realizacién del

estudio.

Personas a contactar

Si tiene cualquier pregunta, o en caso de algin efecto adverso por la toma de muestra sanguinea,
por favor hable con los médicos, Dr. Luis Fernando Sosa al celular 70592562, al SELADIS
2222436. Dra. Maria de los Angeles Terdn de Baudoin. UNIMED av, Arce 2630, teléfono 2431133,
celular 70142282,. Dr. Ratl Plata Cornejo. Instituto de Nefrologia calle Presbitero Medina N°® 2395
Teléfono 2412809, 2418214, celular 70112221.

Av. Saavedra N° 2224 — Teléfono + 591-2-2612448. Fax.+591-2-2224895 - E-mail: lfsosa@umsa.bo



n FORMULARIO HISTORIA CLINICA COD: FOR- HCLEH
LES-ECA-HLA Péagina 1 de 2

1. DATOS PERSONALES:

NOMBIE Y APBIIEOS .cocvvmsmmmmvmsmmivimsssimevossys i sasmm s s R R W v v R AT S VS R Ve

Lugary fecha.de nacimiento:.amnsmnnmma s sunisn suauismiannsnsuisnss ann e
Edad actual............ccocoeeeeieieeeee o GENBIO e
BT = Tololfo ] 7ol 1 = R O T
Ocupacion actual (Profesion)................ccccoeeee. Tl BomiCelam s messroecn:
Estado civil..........ccooeeeeeeeeveeee . Tomade muestra (fecha) ..o

3. ANTECEDENTES PATOLOGICOS FAMILIARES (LES EN LA FAMILIA):

Padre (P) Abuelo (P) Abuela (P)
Madre (M) Abuelo (M) Abuela (M)
Hermano(a) Tio(a) Otros(as)

4. ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS:

N de parejas sexuales y/0 Matrimonios ANTEIHOIES .......oiiiiei it e
Hijos vivos N® ................ Abortos N® ............... GHUPOSARGUINS: v ey

5. HISTORIA CLINICA:

N? de sistemas implicados:

Renal Hepatica
Dermatolégicas Respiratorio
Hematolégico Serolégicas
Neurolégicas Ds-DNA
Articular ANA
Gastrointestinal C3yC4
Biopsia Renal: ss[ ] o[ ]
RS S B G im0 e e P s

“El Instituto SELADIS se reserva los derechos de realizar modificaciones en el contenido de este formulario
sin previo aviso”




LES-ECA-HLA

n FORMULARIO HISTORIA CLINICA

COD: FOR- HCLEH
Pagina 2 de 2

¢.De qué origen étnico se considera usted?

Caucasico Mestizo Indigena Afroamericano Asiatico Otro
Por favor marque con una X donde corresponda:
— alguna | frecuente
vez mente
¢ Alguna vez ha tenido enrojecimiento o erupcién sobre la nariz y las
mejillas en forma de mariposa?
¢ Alguna vez ha tenido erupcidén después de exponerse al sol? (no es
guemadura)
; Ha experimentado caida de pelo notable de forma localizada?
¢ Ha presentado orina espumosa, sangre en la orina o dolores en los
rifiones?
¢ Ha notado la aparicién de llagas orales o nasales por 5 dias 0 mas?
; Ha tenido dolores articulares o artritis?
;Alguna vez ha tenido dolor de pecho al respirar profundo?
; Ha tenido usted convulsiones y/o problemas de memoria?
; Ha tenido usted anemia?
¢ Ha tenido usted bajo conteo de células blancas o bajo conteo de
plaquetas?
;Ha tenido hinchazé6n?
Medico solicitante:...........cooeeiiiiii Especialidad.............cocoiiiiiiiii
L@ o 11T = Vot o] o =PRI
La Paz,...cccoeoeee. d€ oivivieiiin, de 201 ..........

“El Instituto SELADIS se reserva los derechos de realizar modificaciones en el contenido de este formulario

sin previo aviso™




n FORMULARIO HISTORIA CLINICA COD: FOR- HCLEH
LES-ECA-HLA Pagina 2 de 2

¢De qué origen étnico se considera usted?

Caucasico Mestizo Indigena Afroamericano Asiatico Otro

Por favor marque con una X donde corresponda:

— alguna | frecuente
vez mente
¢ Alguna vez ha tenido enrojecimiento o erupcién sobre la nariz y las
mejillas en forma de mariposa?
(Alguna vez ha tenido erupcién después de exponerse al sol? (no es
quemadura)
; Ha experimentado caida de pelo notable de forma localizada?
¢, Ha presentado orina espumosa, sangre en la orina o dolores en los
rifiones?
¢ Ha notado la aparicién de llagas orales o nasales por 5 dias o0 mas?
;Ha tenido dolores articulares o artritis?
;Alguna vez ha tenido dolor de pecho al respirar profundo?
;Ha tenido usted convulsiones y/o problemas de memotia?
; Ha tenido usted anemia?
¢, Ha tenido usted bajo conteo de células blancas o bajo conteo de
plaguetas?
;. Ha tenido hinchazé6n?
Medico solicitante:............ccooviiiiiii Especialidad.............coiiiiiiiii e,
(@11 = ol To] o L=t PR PPTEPPPR
La Paz,.............. de i de 201

“El Instituto SELADIS se reserva los derechos de realizar modificaciones en el contenido de este formulario
sin previo aviso”




Calculos para el preparado del MIX.

dNTPs

Cl=25mM V1=_C2*V2 V1=10mM* 50uL = 20uL (c) + 30uL H,O

C2=10mM C1 25mM
V1="?
V2= 50uL

C1=10mM V1=_C2*V2 V1= 0,2mM* 20uL =0,4 uL
C2=0,2mM C1 10mM

V1=?

V2= 20uL

Primers
Verificar en el inserto el volumen de resuspecion para cada primers.
ECA-F + 165uL H,O LN ——— 1000uM

l 1/10

100 uM

l 1/9

10uM —— 10uL + 90uL H,O LN

C1=10uM V1=_C2*V2 V1= 1uM* 20uL = 0,2uL primers
C2=1uM C1 10uM

V1=?

V2= 20uL

Taqg Polimeraza

C1=5 U/uL V2=_V1*C2 V2= 1U/uL* 1uL =0,2uL* 2=0,4 uL Taq
C2=1 U/uL C1 S5U/uL
V1=1 uL

V2="7?



Calculo del Buffer de reaccion.
Segun las indicaciones del proveedor para la Taq platinium.

50 uL mix —— 5 uL Buffer
20 uL mix —— X Buffer

X= 2 uL de Buffer

Calculo del MgCl2

C1=50 mM V1= C2*V2 V1= 2 mM* 20uL = 0,8uL MgCI2
C2=2mM C1 50 mM
V1="?

V2= 20uL



