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RESUMEN

INTRODUCCION: E| Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es el prototipo de las
enfermedades autoinmunes, se caracteriza por la producciéon de una gran variedad
de autoanticuerpos y dafio a multiples 6rganos. El LES afecta principalmente al sexo
femenino (>90%) y aproximadamente el 15-17% de todos los casos se manifiesta en
la edad pediatrica. EI LES es una enfermedad multifactorial que resulta de la
interaccion de multiples genes con el medio ambiente. Recientemente, diversos
estudios han identificado SNPs asociados a LES en genes que participan en la
respuesta inmune y en la respuesta contra patégenos, tales como CTLA4 y MBL
respectivamente. Sin embargo estos resultados no han sido replicados en todas las
poblaciones analizadas. OBJETIVO: Determinar si polimorfismos de un solo
nucleotido (SNPs) localizados en los genes CTLA4 y MBL, se encuentran asociados
a la susceptibilidad para desarrollar LES en pacientes pediatricos mexicanos.
MATERIALES Y METODOS: Se realizd un estudio de asociacion de casos y
controles. En el analisis se incluyeron 250 pacientes no relacionados diagnosticados
con LES antes de los 16 afos de edad, sus padres y 355 controles sanos. El
proyecto incluy6 el analisis de 3 polimorfismos en el gen CTLA4, 4 en el gen MBL y 1
en el gen CFH, el cual codifica para el principal inhibidor de la via alterna del
complemento, el factor H. En todos los individuos se extrajo DNA gendmico a partir
de una muestra de sangre periférica. El analisis de discriminacién alélica, se relizd
mediante la técnica fluorescente de la 5’ exonucleasa (Tagman). La distribuciéon de
las frecuencias genotipicas y alélicas entre casos y controles fueron comparadas
mediante X2 y prueba exacta de Fisher. Para determinar si las poblaciones
analizadas se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg se utilizdé el programa
FINETTI (utilizando la prueba de X?). Las frecuencias alélicas de los casos y
controles fueron usadas para calcular la razén de momios (OR) con un intervalo de
confianza del 95% (95% IC). El analisis de haplotipos se realiz6 mediante el

programa HAPLOVIEW v3.2. Los valores de P<0.05 fueron considerados como



significativos. RESULTADOS: El analisis de los SNPs -318C/T y 49A/G del gen
CTLA4 y -550 G/C, 52C/T, 54G/A y 57A/G del gen MBL, no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes y los controles cuando se
compararon la distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas de estos
polimorfismos. Tampoco las frecuencias de los haplotipos conformados por los
cuatro SNPs del gen MBL. Sin embargo, el alelo A del SNP CT60A/G del gen
CTLA4 revel6 una asociacion significativa con susceptibilidad para desarrollar LES
en edad pediatrica cuando se realizé la comparaciéon entre pacientes y controles
(47.3% vs 41.67%, p= 0.050, OR= 1.26 95% Cl= 1-1.586), datos que tambien se
observaron en el andlisis de las frecuencias del alelo A en pacientes femeninos y
controles femeninos (46.67% vs 40.32%, p=0.042, OR=1.29 95% CI=1.01-1.663). El
analisis de haplotipos en casos y controles femeninos en el gen CTLA4 (318C/T,
49A/G, CT60 A/G), evidencio la presencia de cinco haplotipos, de los cuales
solamente cuatro mostraron una frecuencia mayor al 1%. El haplotipo CGG se
detectd en el 49% de los controles, mientras que en los pacientes, se observo en el
42.34% (p=0.03); sin embargo, después de corregir el valor de P con 10,000
permutaciones ésta diferencia perdié su significancia estadistica (p=0.12). Por otro
lado, el haplotipo CAA se observd con mayor frecuencia en pacientes que en
controles (46% vs 40%), pero estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p=0.06). Por otro lado y de forma relevante, en este trabajo se
documenta por primera vez la asociacion del polimorfismo rs1061170 T/C (Y402H)
del gen CFH que codifica para el factor H involucrado en la regulacion de la via
alterna del complemento, con la susceptibilidad a desarrollar LES (P = 0.0040, OR =
1.595, 95% IC: 1.16-2.19). CONCLUSIONES: Estos resultados sugieren que el alelo
A del SNP CT60A/G del gen CTLA4, asi como el alelo 402H del gen CFH estan
asociados a la susceptibilidad de desarrollar LES de inicio en la edad pediatrica en
nuestra poblacion. Mientras que el genotipo homocigoto GG del SNP CT60AG y el
haplotipo CGG del gen CTLA4 confieren proteccion en nuestra pacientes pediatricos

mexicanos con LES.



I. INTRODUCCION

Las enfermedades autoinmunes (EA) son entidades complejas de curso crénico que
resultan de la pérdida de tolerancia a antigenos propios. Estas enfermedades tienen
una prevalencia del 4-5% de la poblacién general, con un mayor predominio en el
sexo femenino. De hecho, se propone que apréximadamente 1 de cada 30 individuos
padece algun tipo de EA (Vyse y Todd, 1996). Las EAs se caracterizan por la
presencia de alteraciones en uno o mas tejidos tales como viceromegalia, hipertrofia
del mdsculo cardiaco, nefropatias, artropatias, entre otras. Los transtornos
autoinmunes mas comunes son: tiroiditis de Hashimoto, anemia perniciosa,
enfermedad de Addison, diabetes tipo |, artritis reumatoide, dermatomiositis,

sindrome de Sjogren, esclerosis multiple, enfermedad de Graves y lupus (fig. 1).

a) ESCLEROSIS MULTIPLE b) ENFERMEDAD DE GRAVES

) ~Vaina de
Sistema nervioso central ; e ui mielina

: ; <
{cerebroy mul espinal)) de nervio

Exoftalmia {ojos saltB;es)

Tiroides normal

Tiroides agrandada

Bocio

Figura 1. Ejemplos de enfermedades autoinmunes. a) Esclerosis Multiple, que es una enfermedad
que afecta a la mielina o materia blanca del cerebro (la vaina de mielina, es una sola célula cuya
membrana envuelve los axones, sufre destruccion por inflamacién y cicratizacion) y de médula
espinal, provocando la aparicién de placas escleréticas que impiden el funcionamiento normal de esas
fibras nerviosas. b) Enfermedad de Graves, que es la causa comun de hipertiroidismo, hay una
produccion excesiva de hormona tiroidea, la cual causa el agrandamiento de la tiroides y otros
sintomas, como la exoftalmia (intolerancia al calor y ansiedad).



LUPUS

El nombre de “Lupus” proviene del latin que significa “lobo”, ya que las lesiones en el

rostro de los pacientes, semeja a la mascara de un lobo. Esta patologia comprende

un grupo de enfermedades caracterizadas principalmente por la pérdida de tolerancia

a antigenos propios (Sanchez-Rodriguez y cols., 2004). Con base a sus

manifestaciones clinicas y a su desarrollo, en esta entidad se identifican 4 tipos:

1.

Lupus discoide, caracterizada por lesiones en la piel parecidas a
cicatrizaciones; las manifestaciones clinicas de este tipo de lupus se limitan a
la piel, las cuales se identifican por una erupcién que puede aparecer en la
cara, la nuca y el pericraneo. El diagnostico de lupus discoide se realiza a
partir de una biopsia de la erupcion. Esta entidad, no compromete érganos
internos, pero puede evolucionar a un lupus sistémico, donde se ven

afectados diversos érgano o sistemas (fig. 2).

. Lupus eritematoso cutaneo subagudo (SCLE), caracterizado por dermatitis

fotosensible, no hay dafio en la piel y no existe cicatrizacion (fig. 2).

Lupus inducido por drogas: esta entidad, se desarrolla después del uso de
ciertos medicamentos, sus sintomas son similares a los de lupus sistémico y
suelen desaparecer cuando se suspende el tratamiento. Los farmacos
comunmente asociado con esta enfermedad son la hidralazina (usada para

tratar hipertension arterial) y la procainamida (usada para tratar arritmias).

. El lupus eritematoso sistémico (LES). Comprende el tipo de enfermedad

lupica mas grave (fig. 2).



Figura 2. Esquematizacion de los tipos de LES y algunas manifestaciones clinicas. Banda lupica,
observada en biopsia de piel por inmunofluorescencia indirecta en suero de paciente con LE, la flecha
indica la uniéon dermoepidérmica en donde se depositan los complejos inmunes, a) lesion cutanea:
eritema en alas de mariposa en el rostro de un paciente con LE, b) lesion caracteristica de lupus
discoide, ¢) lupus eritematoso neonatal d) ejemplo de lupus cutaneo subagudo e)LES

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

El lupus eritematoso sistémico (LES) es el prototipo de las enfermedades
autoinmunes, se caracteriza por la produccién de autoanticuerpos contra una gran
variedad de antigenos tisulares, como DNA (principalmente contra DNA de doble-
cadena), histonas, eritrocitos, plaquetas, leucocitos, factores de la coagulacion,
ribonucleoproteinas y fosfolipidos de membrana; asi como por la activacion del
sistema del complemento y el depésito de complejos inmunes, que afecta diferentes
organos y sistemas; (Tany cols., 1982).



A. Epidemiologia

Aunque la prevalencia de LES varia entre los distintos grupos étnicos y raciales, se
estima que esta entidad se presenta en 1 de cada 2,000 individuos, con mayor
predominio en afro-americanos, orientales e hispanos, afectando principalmente a las
mujeres en edad reproductiva. En Finlandia se describe la presencia de 1-2 por 250,
000, en Canada 1 por 200,000 mientras que en Taiwan se reportan 6 casos por
cada 100 000 individuos (Malleson y cols., 1996; Huemer y cols., 2001; Huang y
cols., 2004).

De hecho, su incidencia en mujeres caucasicas con inicio de LES antes de los 19
anos de edad es de entre 6 y 18.9 casos/100, 000, mientras que en mujeres
afroamericanas es de 20-30/100, 000 y en mujeres de Puerto Rico es de 16-
36.7/100, 000 (Jiménez y cols., 2003). En nifios, el LES se presenta en 1 de cada 10
000 individuos y cominmente se manifiesta en la etapa de la adolescencia (Boon y
McCurdy, 2002).

Al igual que en poblacién adulta en la adolescencia la relacion entre sexos indica una
mayor prevalencia de la enfermedad en nifias comparada con los nifios (9:1). Siendo
su aparicion mas comunmente después de la pubertad; rara vez se manifiesta antes
de los 5 afos de edad(Boon y McCurdy, 2002).

B. Manifestaciones Clinicas de LES

Al inicio de la enfermedad la mayoria de los nifios (cerca del 90%) manifiestan
sintomas sistémicos como fiebre, cansancio o pérdida de peso, los cuales pueden
estar asociados con afectacion renal (20-82%), alteraciones musculoesqueléticos
(20-74%), eritema malar (22-74%), linfoadenopatias (15-45%) y visceromegalia (15-
74%) (Igbal y cols., 1999, Bogdanovic y cols., 2004, Sibbitt y cols., 2002, Bader-



Meunier y cols., 2003). La nefritis, la hepato-esplenomegalia, asi como la anemia
hemolitica autoinmune y la trombocitopenia se presentan con mayor frecuencia en
nifos que en adultos (Lang y cols., 1993; Boon y McCurdy, 2002).

La inflamacion generalizada en vasos vy tejido conectivo que afectan a una anplia
variedad de dérganos y sistemas, son el resultado del deposito de complejos inmunes
0 secundarias a la accion especifica de autoanticuerpos contra antigenos celulares
especificos (Arnett y cols., 1997a). Estas caracteristicas y el grado de afectacion en
los diferentes é6rganos varian dependiendo de la edad de presentacion, el sexo y la
raza; generalmente los sintomas en pacientes pediatricos son mas graves y mas
agresivos que en los adultos (Swaak y cols., 1989; Lehman y cols., 1989; Vyas y
cols., 2002). de hecho se ha estimado que la tasa de mortalidad en nifios es el doble
que en adultos (Moss y cols., 2002)

C. Diagnéstico

La naturaleza heterogénea de LES hace que su diagnostico sea un reto médico.
Debido a que no hay sintomas patognoménicos de la enfermedad, el Colegio
Americano de Reumatologia (ACR) ha establecido criterios clinicos generales para la
evaluacion inicial de los pacientes con sospecha de lupus. Los criterios creados en
1982 y actualizadas en 1997 combinan 11 signos y sintomas (clinicos y de
laboratorio) el diagnéstico de LES se establece cuando al menos cuatro de estos
estan presentes (tabla 1) (Hochberg, 1997). Aunque estos criterios fueron
establecidos para adultos, también son muy Utiles en pacientes pediatricos (Tan y
cols., 1982).



D. Tratamiento

El tratamiento de lupus depende de la gravedad de las manifestaciones clinicas y de
la presencia o ausencia de afectacién de o6rganos vitales. Aunque los corticoides
constituyen una causa importante de morbilidad en el LES pediatrico, estos farmacos
continuan siendo fundamentales en el tratamiento. La administracion intravenosa de
bolos de metilprednisolona (MEP) se ha utilizado con éxito cuando existe afectacion
de organos vitales y/o ciertas manifestaciones que conllevan una elevada mortalidad.
Los antipaludicos son efectivos en presencia de manifestaciones mas leves y, a su
vez mejoran la densidad ésea y la dislipoproteinemia (Borba y cols., 2001). La
ciclofosfamida (CYC) permanece como tratamiento de eleccion en la efectacién de
organos vitales. Se ha demostrado que reduce la morbilidad y la mortalidad de

pacientes con lupus.

Tabla 1. Criterios de clasificacion clinica de LES

1 Eritema malar: eritema fijo, plano o elevado, sobre las prominencias malares, sin afectacion de los pliegues
nasolabiales.

2 Erupcién discoide: placas eritematosas elevadas con descamacion queratética adherente; cicratizacion atréfica que
puede ocurrir en lesiones antiguas

3 Fotesensibilidad: erupcién cutdnea como resultado de una reaccion inusual a los rayos solares, por historia u
observacion del médico.

4 Ulceras orales: ulceracion oral o nasofaringea, usualmente indolora, observada por el médico.

Artritis: no erosiva, involucrando a dos articulaciones periféricas 0 mas, caracterizada por dolor, tumefaccion o
derrame.

6 Serositis
a) Pleuritis: historia de dolor pleuritico, roce auscultado por el médico o evidencia de derrame pleural
b) pericarditis: documentada por electrocardiograma, roce o evidencia de derrame pericardico

7 Alteraciones renales a) proteinuria de mas de 0.5 g/24h o 3+, persistente
b) cilindros celulares: globulos rojos, hemoglobina, glanulares, tubulares o mixtos

8 Afeccion neuroldgica a) convulsiones: en ausencia de medicamentos ofensivos o de alteracién metabdlica
b) Psicosis. En ausencia de medicamentos ofensivos o de alteracién metabdlica

9 Alteracione hematoldgica a) anemia hemolitica
b) leucopenia inferior a 4.000/ul en dos 0 mas ocasiones
c) linfopenia inferior a 1.500/ul en dos o mas ocasiones
d) trombocitopenia inferior a 100.000/ul en ausencia de farmacos expeditivos

10 Alteracién inmunolégica a) anticuerpo anti-ADN elevado
b) anticuerpo anti-Smith positivo
c) hallazgos positivos de anticuerpos antifosfolipidos basado en:
_ anticardiolipinas 1gG/IgM
_ prueba serolégica de sifilis falsa positiva, presente como minimo durante 6 meses
_ anticoagulante lupico

11 Anticuerpo anti-nuclear en valores elevados
Tomada de Hochberg MC, 1997.




En general los pacientes con LES son tratados con dosis bajas de esteroides, anti-
inflamatorios no esteroides, cloroquina o metotrexate, aunque algunos pacientes
requieren tratamientos mas agresivos que incluyen dosis altas de esteroides,

azatioprina, ciclosporina y ciclofosfamida (Carrefio y cols., 2002).

La proteccién contra los rayos ultravioletas, tratamiento y prevencion de las
infecciones que podrian reducir la exacerbacion y gravedad de la enfermedad. Son

igualmente importantes en el tratamiento de LES

A pesar de que en los ultimos 50 afios el tratamiento de LES pediatrico ha
aumentando la tasa de supervivencia del 50 al 90% (Miettunen y clos., 2004), esta
entidad sigue siendo una enfermedad que plantea grandes retos, sobre todo en caso
de respuesta parcial al tratamiento donde el riesgo de complicaciones graves es
mayor. Sin duda, a medida que se comprenda mejor la patogenia del LES se
desarrollaran tratamientos mas eficaces y menos téxicos, que contribuirdn de manera
significativa a reducir los efectos colaterales del tratamiento actual y a mejorar la

sobrevida y calidad de vida de los pacientes.

E. Patogenia

Aun cuando nos se conocen bien los mecanismos fisiopatolégicos que conducen al
desarrollo de LES, la susceptibilidad a padecer esta enfermedad es atribuida a una
combinacion de factores ambientales, hormonales y genéticos. La luz ultravioleta
(UV) es uno de los factores ambientales asociados a LES mas conocidos. Esta
genera una erupcion cutanea fotosensible que puede desencadenar una
exacerbacion generalizada de la enfermedad (Mageed y cols., 2003). Por otro lado,
existen cada vez mas pruebas de que algunas infecciones como la asociada al virus
de Epstein-Barr (VEB), podrian ser el desencadenante inicial de las respuestas
autoinmunitarias especificas del lupus. De hecho, en los pacientes IUpicos (nifios y
adultos), se han descrito titulos altos de VEB (James y cols., 1997; Moon y cols.,

2004). La presencia de altas concentraciones de VEB conlleva a la aparicién de una



respuesta inmunolégica anormal, ya que la infeccién viral incrementa la funcién de
los linfocitos T cooperadores y como consecuencia un aumento de la activided de
los linfocitos B; por lo tanto la produccién anémala de autoanticuerpos son los
responsables directos o formando complejos inmunes, de la mayoria de los dafios
tisulares.

Para que un organismo tenga un sistema inmunolégico altamente especifico, pero no
autorreaccione, debe ser capaz de tolerar sus propios antigenos. Esta enfermedad
se ha descrito como una pérdida del control de las funciones inmunolégicas y del
“autoreconocimiento”. En esta entidad se reconocen dos caracteristicas claves: la
funcion desregulada de los linfocitos (T y B) y el desarrollo de autoanticuerpos (Vyse
y Todd, 1996, Eilat y cols., 1999), sin embargo también se han observado defectos
en la eliminacion de los complejos inmunes y en la tolerancia de las células B y
células T. Otra caracteristica central del LES es la tendencia a producir
autoanticuerpos IgG con alta afinidad para DNA, los cuales son potencialmente

patogénicos (Grammer vy cols., 2001; Lypsky y cols., 2001).

E.1 Alteraciones Inmunolégicas

El fenémeno de autoinmunidad se produce principalmente por anormalidades en la
funcién de los linfocitos, estas alteraciones pueden ocurrir en linfocitos T, B o0 en
ambos. La adquisicion de tolerancia a la inmunidad en las células B se lleva a cabo
por la supresion de clonas de estas mismas células las cuales producen anticuerpos
autorreactivos; sin embargo por alguna razén no reaccionan contra sus propios
antigenos, se sabe que en individuos sanos existen estas células autorreactivas,
pero no hay respuesta autoantigénica (anergia clonal: falta de respuesta de las
células B de autorreaccion). La supresiéon de las células B puede comprender una
alteracion de los receptores IgM que se encuentran en la superficie de las células B
aotorreactivas de tal manera que no pueden reconocer a los antigenos; por otra parte
la tolerancia de las células B puede ser mediada por las céluals T. El desarrollo de

los clones de células B y de los T provienen de efectos solamente a nivel de células
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T. Los principales medios de tolerancia de las células T incluyen la supresion
selectiva de clones de células T en el timo. La pérdida de tolerancia, puede ser
causada por la pérdida de tolerancia central o periférica; normalmente en la
tolerancia central, el timo selecciona los linfocitos inmaduros que seran Utiles en la
respuesta inmune. La seleccién timica es positiva y negativa, en la positiva se
rescata a los linfocitos que interacttan con el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) propios y la negativa elimina aquellos linfocitos que
interactian contra péptidos que son antigenos propios. La eliminacion de linfocitos
autorreactivos sucede por destruccion, (muerte celular por apoptosis) y anergia
funcional (bloqueo o inactivacion). Si hay una falla en este tipo de seleccion, se altera

la tolerancia a lo propio y se desencadena un mecanismo autoinmune.

Cuando hay pérdida de tolerancia periférica, los linfocitos ya maduros podrian
reaccionar contra antigenos, pero existen distintos mecanismos para evitar ésto, a
nivel periférico (fuera del timo). Si estos mecanismos se alteran habra una respuesta
autoinmune. Existen anticuerpos que bloquean los receptores de antigenos de los
linfocitos y asi impiden que estas células interactien con autoantigenos y citocinas
inmunosupresoras producidas por linfocitos T reguladores. Estos anticuerpos vy
citocinas pueden perder su funcién en determinadas condiciones. Los linfocitos T
CD8 pueden ser citotdxicos o supresores. Los supresores bloquean la respuesta

inmune a nivel periférico, pero en algunas enfermedades pierden esta propiedad.

Aunque se han descrito numerosas alteraciones en la funciéon de los linfocitos T en
LES, no se encuentran en forma constante en todos los pacientes. Existen
evidencias de linfopenia, muchos estudios demuestran la reduccién de los linfocitos T
CD8+, mientras que otros describen una reduccion en linfocitos T CD4+; también se
describen defectos funcionales, como una disminucion de la actividad citotoxica de
los linfocitos T CD8+ (Goto y cols., 1980), y una menor capacidad de controlar la
produccion de autoanticuerpos por los linfocitos B; otra evidencia, es la activacién

sostenida de linfocitos T CD8+ y produccién anémala de citocinas (Mageed y cols.,
2003).
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Los linfocitos T de los pacientes con lupus muestran respuestas aberrantes a
estimulos como por ejemplo una mayor produccion de calcio y menor secrecion de
interferén-a  (IFN-a) e IL-2 (Kyttaris, 2004). Estos linfocitos también expresan
marcadores de activacion como los antigenos DR+ (Tsokos y cols., 2001) y son
capaces de facilitar la produccién de inmunoglobulinas por parte de los linfocitos B
(Inghirami y cols., 1988). Se piensa que los linfocitos T lUpicos utilizan mecanismos
diferentes de supervivencia ante la coestimulacion comparado con los lifocitos T
normales. Se ha descrito recientemente que los linfocitos T activados de pacientes
con LES son mas resistentes a la energia y la apoptosis debido a un aumento en la
expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), la cual, en cambio, aumenta c-FLIP
(homologo celular de la proteina inhibidora viral FLICE) y atenuta la sefial de FAS,
uno de los mediadores de apoptosis. Sin embargo parecen que Unicamente ciertos
inhibidores de COX-2 pueden inducir apoptosis de linfocitos T autorreactivos y
suprimir la produccion de autoanticuerpos anti-ADN patoloégicos en ratones

propensos a padecer lupus (Xu y cols., 2004).

E.2 Linfocitos B y autoanticuerpos

Los linfocitos B desempefan un papel importante en la patogenia de LES por ser
responsables de la hipergammaglobulinemia y produccién de anticuerpos contra
antigenos nucleares y de superficie celular, una de las anomalias inmunolégicas mas
prevalentes en el LES. El desarrollo de algunos de los autoanticuerpos, como los
anti-DNA de doble cadena, se correlaciona estrechamente con el inicio de la
enfermedad (Kyttaris y cols., 2004.) mientras que otros anticuerpos, como los AAF y
anti-Ro, pueden ser detectados meses o afios antes de la presentacion de sintomas
clinicos de LES (Arbuckle y cols., 2003).

Los pacientes con LES pediatrico sufren una intensa linfopenia B que afecta tanto a
los linfocitos B nativos como a los de memoria, mientras que las células plasmaticas
precursoras oligoclonales se encuentran muy expandidas en la sangre periférica
(Arce y cols., 2001).
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Estudios genéticos en individuos sanos han demostrado que los linfocitos B en la
médula désea y los recientemente emigrados en sangre periférica expresan
anticuerpos autorreactivos. Sin embargo la mayoria de los linfocitos B autorreactivos
son eliminados del repertorio de linfocitos B nativos maduros en dos estadios de su
desarrollo (Wardemann y cpls., 2003). Estos puntos de control son deficientes en los
pacientes con LES, el 25-50% de los linfocitos B nativos de pacientes con LES
producen anticuerpos autorreactivos aun antes de su participacion en la respuesta
inmunolégica contra antigenos externos, comparado con sé6lo un 5-20% en la
poblacion control (Yurasov y cols., 2005).

Por otra parte, los individuos con LES, también muestran importantes alteraciones en
la homeostasis de las células dendriticas. Se ha observado que estos pacientes
producen un exceso de IFN-a, el cual induce la diferenciacion de monocitos CD14+
de sangre periférica en células dendriticas maduras capaces de capturar células
apoptoticas y presentar sus antigenos a linfocitos T y B autorreactivos, lo que da
lugar a una alteraciéon en la tolerancia hacia estos antigenos (Blanco y cols., 2001;
Bennett y cols., 2003).

A pesar de que solamente una fraccion de los pacientes con enfermedad activa
presentan valores elevados de |IFN-a circulante, recientes analisis sobre la expresion
global de genes (microarrays) han demostrado la presencia de genes inducidos por
el IFN-a en las células sanguineas mononucleares de los pacientes con LES
pediatrico (Bennett y cols., 2003). Estos estudios también demostraron que grandes
dosis de glucocorticoides (Winoto y cols., 2002) revierten la expresion de los genes
inducidos por IFN. Estudios preliminares parecen indicar que estos medicamentos
inducen la apoptosis de las células productoras de IFN o células dendriticas
plasmacitoides (Palucka y cols., 2006). Por tanto es posible que una de las acciones
mas importantes de los glucocorticoides en LES se produzcan a través de la

inhibiciéon de la secreciéon de IFN-a.

Una caracteristica comun de los autoantigenos del LES es que estan expuestos en la
superficie de las células apoptéticas (Casciola-Rosen y cols., 1994), donde pueden

ser detectados por el sistema inmune. Hay pruebas recientes de que los cuerpos
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apoptéticos pueden ser eliminados en condiciones normales por las células
dendriticas inmaduras y presentados para inducir tolerancia en linfocitos T (Steinman
y cols., 2003). La deficiente eliminacion de células apoptoticas podria proporcionar
una carga excesiva de antigenos nucleares a las células dendriticas maduras,
extremadamente inmunégenas, y como consecuencia estos antigenos serian
presentados a los linfocitos T, facilitando la pérdida de tolerancia y por consecuencia
el desarrollo de LES.

Otros factores vinculados a la patogénesis del LES y que podrian ejercer un efecto
sobre la apoptosis estan representados por los estrégenos, los rayos ultravioleta
(McMurray y cols., 2001), las infecciones (Rosen y cols., 1995) y los propios

autoanticuerpos (Nakamura y cols., 1998).

F. Factores Genéticos

La existencia del componente genético en LES se fundamenta principalmente ccn los
resultados derivados de estudios epidemiologicos en familias y en gemelos. Tales
estudios han mostrado que la agregacion familiar en esta enfermedad va de un 10%
hasta 16%, mientras que la concordancia es 10 veces mayor en gemelos
monocigoticos que en los dicigotos (24-57% vs 2-5% respectivamente) (Deapen vy
cols., 1992; Arnett y cols., 1997a; Hochberg y cols., 1997). Aun mas, la heredabilidad
estimada para el LES (fraccion de la enfermedad que puede ser atribuida a los
genes) es del 66% (Tsao y cols., 2002) y el riesgo de los familiares a padecer la
enfermedad (valor-A), es relativamente mas alto (A=25) que el de otras enfermedades
autoinmunes, como la diabetes mellitus tipo-I (A=15) (Risch y cols., 1987; Vyse y
Todd 1996).

Actualmente se encuentran disponibles una gran variedad de estrategias para
identificar los factores genéticos involucrados en las enfermedades mendelianas y
complejas. El analisis de ligamiento o “linkage” y los estudios de asociacion, son dos

métodos analiticos complementarios utilizados para detectar tanto regiones
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genéticas especificas, como genes que estan involucrados en el desarrollo de la
enfermedad. La estrategia mas eficaz para identificar los loci de susceptibilidad de
las enfermedades multifactoriales como el LES se basa en estudios de asociacion
(Risch y Merikangas, 1996). Estos estudios comparan las frecuencias de un
marcador entre casos no relacionados y controles no relacionados, e investiga su co-
ocurrencia (presencia simultinea del marcador con la enfermedad) con la
enfermedad a nivel de la poblacion; el término asociacion se entiende como la
confirmacion estadistica que define la co-ocurrencia de alelos o fenotipos en la
poblaciéon general. Una asociacion significativa del marcador con la enfermedad

sugiere un gen candidato en la etiologia de la misma (Baca y Orozco, 2004).

F.1 Estudios de Asociacion

Los estudios de asociacién en LES generalmente han incluido el analisis de genes
localizados en las regiones cromosomicas que han mostrado ligamiento con esta
entidad o en genes que juegan un papel importante en la respuesta inmune (genes
candidato). Los estudios de casos y controles y los basados en familias utilizando la
prueba de desequilibrio de transmision (TDT), son los modelos mas utilizados

recientemente (Risch y Merikangas, 1996; Spielman y Ewans, 1996).

La disponibilidad de métodos de tipificacion de alto rendimiento para polimorfismos
de un solo nucleotido (SNPs) ha permitido a los investigadores explorar la asociacion
de varios genes candidato con LES. Los SNPs son la fuente mas comun de variacion
genética en el ser humano y se estima que en promedio existe un SNP por cada
1,000 a 2,000 nucleétidos (Collins y cols., 1998). La mayoria de estos marcadores
son bialélicos, muy estables (tienen una baja tasa de mutacién recurrente) (Xion y
Jin, 1999) por lo que tienen un alto potencial en el mapeo genético de las

enfermedades complejas.

Los estudios de asociacién incluyen la tipificacion de SNPs en casos y controles
pareados con base en su origen étnico y sexo. Un polimorfismo dado puede ser el

locus de interés si el alelo ocurre con una frecuencia significativamente mayor entre
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los casos, comparados con los controles (figura 3). Sin embargo, a pesar de las
ventajas que presentan los estudios de asociacion, este tipo de disefio presenta dos
limitaciones importantes: Los datos pueden mostrar falsas asociaciones debidas a
que el locus de interés puede estar en desequilibrio de ligamiento (LD) con el
marcador verdaderamente asociado a la enfermedad y, 2) estratificacion de la
poblacion. Las posibles causas de LD incluyen efecto fundador o mutaciones
recientes, mientras que los sesgos de estratificacion ocurren principalmente en

poblaciones mezcladas como la mexicana.

Afortunadamente, estas desventajas pueden ser resueltas con estudios de
asociacion basados exclusivamente en las familias, es decir, en este caso no se
requieren controles sanos sino que se compara la frecuencia con que se transmite un
alelo de padres heterocigotos a los hijos afectados (prueba de desequilibrio de
transmision: TDT) (Spielman y Ewens, 1996). Estos estudios requieren la
genotipificaciéon del individuo afectado y sus padres (y/o hermanos) y estan
disefiados especificamente para evitar falsas negativas o positivas por la
estratificacion de las poblaciones o la mala seleccion de los controles. Esto puede
ser medido como alelos individuales o como haplotipos (HRR: del ingles Haplotype
Relative Risk). Una asociacion significativa sugiere un gen candidato en la etiologia

de la enfermedad.

Sin embargo, en algunos de estos estudios de asociacion genética en LES se han
observado ciertas discrepancias entre poblaciones con diferente origen étnico
inclusive entre aquellas con un origen étnico similar. De tal manera que las
asociaciones observadas en una poblacién determinada, no pueden ser extrapoladas
a todas las poblaciones, asi, es necesario determinar los factores genéticos

involucrados en la enfermedad, para cada poblacién particular.

Los estudios de asociacién, generalmente han incluido el analisis de SNPs en genes
localizados en las regiones cromosémicas que han mostrado ligamiento y cuyos
productos juegan un papel importante en la respuesta inmune (genes candidato de
susceptibilidad o proteccion) y en la respuesta a infecciones o al tratamiento (genes

modificadores)
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Figura 3. Estudios de Asociaciéon. a) Poblacion normal no relacionada; b) Marcador genético
(SNP); c) Poblacién de enfermos no relacionados. Compara las frecuencias de este marcador entre

casos no relacionados y controles, e investiga su ocurrencia simultanea con la enfermedad a nivel de
la poblaciéon

F.2 Genes candidatos mas relevantes en la etiopatogenia del LES

A través del analisis genético de pacientes con LES, en los ultimos afios se han
identificado 60 loci potenciales implicados en la patogenesis de esta entidad: en los
que se localizan genes del complejo principal de histocompatibilidad (MHC),
receptores de la regién y de la fraccion cristalizable (Fcy), componentes de la
cascada del complemento, etc. (tabla 3) (Manderson y cols., 2004). Sin embargo en
los estudios completos del genoma humano en familias con varios casos de LES;
unicamente, 9 de estos loci han presentado un ligamiento significativo (LOD score de
3.3) en varios estudios independientes (1923-24, 2q34, 2q37, 4p16, 6p21, 11p13,
12924 y 16913), ( Moser y cols., 1999; Shai y cols., 1999; Gaffney y cols., 2000;
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Gray-McGuire y cols., 2000; Lindqvist y cols., 2000; Tsao y cols., 2001; Graham y
cols., 2001; Johanneson y cols., 2002).

Asi mismo, otros estudios han revelado una asociacion entre algunos alelos de estos
genes con la gravedad de LES, por ejemplo pacientes con deficiencia de uno de los
componentes del complemento del complejo C1 o C4 muestran una enfermedad mas
grave, comparada con la que se observa en pacientes con defieciencia de C2
(Manderson y cols., 2004).

Dentro de los genes analizados que han mostrado asociacion con LES, se
encuentran los genes que codifican para los receptores de baja afinidad para la
fraccion Fc de la IgG (FcyRI, FeyRIl'y FeyRIIl) los cuales juegan un papel importante
en la depuracion de complejos inmunes, en la eliminaciéon de las células apoptoticas
y en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (Salmon y Pricop, 2001;
Karassa y cols., 2002; Selgiman y cols., 2001; Zufiga y cols., 2001); genes del
complemento, como C1q, C1r, C1s, C2, C4 y el receptor del complemento (CR1)
(Manderson y cols., 2004)]; genes que codifican para interleucinas como IL-10
(Lazarus y cols., 1997), IL-8 (Rovin y cols., 2002), IL-4 (Kanemitsu y cols., 1999) e IL-
6 (Rovin y cols., 2002); el gen que codifica para el factor de necrosis tumoral «
(TNF-) (Lee y cols., 2006); el gen de muerte celular programada (PDCD-1) que
codifica para un receptor que inhibe la respuesta inmune y juega un papel importante
en el mantenimiento de la tolerancia periférica (Prokunina y cols., 2002); el ger que
codifica para la tirosin fosfatasa de linfocito (PTPN22) la cual inhibe la activacion del
linfocito T (Kyogoku y cols., 2004); genes que codifican para moléculas involucradas
en la regulacién de la expresion de la via de interferédn tipo |, como el factor 5
regulador de interferén (IRF5) y la tirosina cinasa 2 (TYK2) (Sigurdsson y cols.,
2005); el gen CTLA4 inhibe la activacion de células T, por lo que CTLA4 es una
molécula que regula la respuesta inmune de antigenos propios y externos
controlando la activaciéon de células T antigeno-especifica, contribuyendo a la
tolerancia periférica (Thompson y cols., 1997) y el gen MBL que codifica para una
proteina de fase aguda, es el principal componente que activa la cascada del

complemento por la via de lectinas, es un componente esencial del sistema inmune
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innato, ademas modula la inflamacién y promueve la eliminacion de células
apoptoticas. (Garred y cols., 2005).

F.2.1 Complejo principal de histocompatibilidad: MHC

La region HLA clase Il es parte del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
se localiza en la regién q11-22 del cromosoma 6. Las moléculas de HLA clase Il se
expresan en la superficie de células B, macrofagos, células dendriticas y células T
activadas; estan involucradas en el procesamiento y presentacién de antigenos es
altamente polimorfica, se piensa que esta region es crucial en el proceso de
enfermedades autoinmunes. Diferentes alelos en genes DR y DQ estan asociados
con diferentes enfermedades autoinmunes. Dado su papel en el sistema inmune y su
alto grado de variacion genética, estos fueron de los primeros genes candidatos de
susceptibilidad en ser analizados en pacientes con LES, los datos derivados del
estudio de poblaciones tales como la africana, asiatica, norteamericana, mexicana y
algunas de centro y sudamerica, han mostrado asociaciones (principalmente DR2 y
DR3) y LES (Harley y cols., 1998; Tsao y cols., 2002). El alelo HLA DR3-DQ2-
D4AQO, esta fuertemente asociado con LES en caucasicos (Truedsson y cols.,
1995), los HLA-DRB1*0301-DQA1*0501-DQB1*0201y DRB1*1501 se han
encuentrado en pacientes mexicanos con LES, cabe aclarar que estos alelos HLA

se han analizado en pacientes adultos con LES (Granados y cols., 2006).

F.3 Gen antigeno-4 de linfocitos T citotoxicos: CTLA4

El gen CTLA4 es un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas que se localiza
en la regién 2q33, contiene 4 exones que codifican para una proteina de 149
aminoacidos denominada, antigeno-4 de linfocitos T citotéxicos (CTLA4) la cual tiene
como funcion coestimular a las células T activadas. El primer exén codifica para una

secuencia lider de 37 aminoacidos, el segundo para un dominio parecido a la region
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variable (V) de inmunoglobulina (Ig), el tercero para una regiéon transmembranal
hidrofobica y el cuarto para un dominio citoplasmatico el cual contiene dos sitios
potenciales de fosforilaciéon. (Dariavach y cols., 1988; Harper y cols., 1991). La regién
5' del gen presenta una region promotora que contiene una caja TATA tipica,
mientras que la regién 3' no traducida (UTR) es de 1.1 Kb y consta de al menos 30
repetidos AT (Harper y cols., 1991). El mRNA de CTLA4 sufre splicing alternativo,
generandose dos transcritos, uno de los cuales pierde el exén 3 que codifica para el
dominio transmembranal (Magistrelli y cols., 1999). Al traducirse ambos transcritos
generan por un lado, una proteina soluble con una peso molecular (PM) de 23 kDa y
por el otro una proteina transmembranal con un PM de 45 kDa, ambas proteinas
conservan los sitios de unién par las moléculas coestimuladoras B7-1 y B7-2. Sin
embargo, en la isoforma soluble al perderse el exén 3 se genera un corrimiento en el
marco de lectura, por lo que ésta sélo existe como un monémero, aunque congserva
el dominio MUPPPY (critico para la unién a B7), lo que le permite participar en la ruta
de sefalizacion de la regulacion de células T, B7/CTLA4/CD28. La proteina CTLA4
es un homodimero unido por puentes disulfuro, CTLA4 se expresa exclusivamente
en linfocitos T CD4+ y CD8+ (Magistrelli y cols., 1999). La proteina CTLA4 soluble

puede ser expresada constitutivamente por células T no activadas (Oaks y Hallett,
2000).

La CTLA4 es estructuralmente homologa a CD28, otra molécula coestimuladora,
que se encuentra en las células T, ambas son expresadas tanto en células T en
reposo como en células T activadas, las dos proteinas se pueden unir a B7-1 (CD80)
y B7-2 (CD86) que se encuentran en las células presentadoras de antigenos (CPAs).
Mientras que CD28 activa a las células T, CTLA4 inhibe dicha activaciéon (Magistrelli
y cols., 1999) (fig. 3). Por el papel primordial en la autotolerancia y dado que el gen
CTLA4 es un importante regulador negativo de las respuestas inmunitarias, la
participacion de este gen, se ha investigado en diferentes enfermedades
autoinmunes, como diabetes mellitus insulino dependientes, enfermedad de Graves.

Tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de celiaca, LES, entre otras.

En un estudio realizado por Torres B. y cols en 2004 en el que se investigo la
asociacion de cuatro SNPs del gen CTLA4 (-1722T/C y -318C/T, 49A/G y CT60G/A),
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y LES en una muestra de pacientes esparioles, encontraron que el genotipo AA del

SNP CT60G/A confiere proteccion a LES en la poblacién espafiola.

Por otro lado, el polimorfismo 49A/G del gen CTLA4 también ha sido relacionado con
la enfermedad de Graves vy tiroiditis de Hashimoto en la poblacion japonesa, en
donde se observa que el genotipo homocigoto GG confiere riesgo a desarrollar
dichas entidades (P=0.049) (Tsuyoshiy cols., 2000).

F.4 Genes del Complemento

El sistema del complemento incluye un grupo de proteinas plasmaticas y de
membrana que son activadas por los microorganismos y que favorecen su
destruccion y la inflamacién. El reconocimiento de los microorganismos por el
complemento tiene lugar de tres formas, 1) la via clasica, denominada asi porque se
descubrié en primer lugar, usa una proteina plasmatica llamada C1 que contiene tres
diferentes proteinas (C1q, C1r y C1s), se une a la region Fc de las moléculas de
anticuerpos IgM, 1gG o IgG3 que han reaccionado con el antigeno, dicho enlace se
lleva a cabo hasta que se forma el complejo antigeno-anticuerpo; 2) la via alterna
descubierta posteriormente pero filogenéticamente mas antigua que la clasica, se
activa por el reconocimiento directo de ciertas estructuras de la superficie de los
microorganismos y por ello forma parte de la inmunidad innata, se inicia con la
activacion de C3 y requiere de los Factores B y D y del catién Mg++ (todos presentes
en el suero normal) y 3) la via de lectinas, que se activa por una proteina
plasmatica denominada lectina de unién a manosa (MBL), que reconoce los residuos
de manosa terminales situados en las glucoproteinas y glucolipidos microbianos (fig.
4). El enlace de la lectina al patdgeno produce la asociacion de dos serinas
proteasas, MASP-1 y MASP-2 (proteasas de serina asociadas a MBL). MASP-1 y
MASP-2 son similares a C1r y C1s, respectivamente y MBL es similar a C1q. La
formacién del complejo trimolecular MBL/MASP-1/MASP-2 produce la activacién de
las MASPs y la subsecuente ruptura de C4 en C4a, que se libera al medio y C4b,

que se enlaza a la membrana. Las MASPs activadas también rompen C2 en C2a,
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que se enlaza a la membrana y C2b que se libera al medio. EI complejo C4bC2a
resultante es una convertasa 3 (C3), la cual rompe C3 en C3a y C3b, que se enlaza
a la membrana en asociaciéon con C4b y C2a. El complejo resultante C4bC2aC3b es

una convertasa 5 (C5), con la generacién de C5 concluye la via de la lectina.
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Figura 4. Interaccion célula presentadora de antigeno (CPA)-celulas T, en la cual se observa el
posible papel de varias moléculas en la autoinmunidad. La CPA presenta el antigeno peptidico
unido al complejo principal de histocompatibilidad (MHC), este es reconocido por el receptor
antigenico (complejo CD3) de la célula T; la cual envia la primer sefial de activacién a la células T, una
segunda sefal puede ser dada por la interaccion de una molécula coestimuladora con la molécula B7
expresada en APC, CD28, es un costimulador positivo que genera la proliferaciéon y activacion de
celulas T, y CTLA4 es una molécula coestimuladora inhibitoria que envia una segunda sefial negativa
que detiene a las células T o causa apoptésis. CTLA4 soluble (s) puede actuar como un inhibidor
natural de CD28 comprometido por la unién a la molécula B7 de APC, y que tiene alta afinidad a CD28
deteniendo asi la activacion coestimulatoria de las células T via interaccion CD28-B7

La proteina central del sistema del complemento mas grande, C3b, se deposita en la
superficie del microorganismo y la cascada del complemento se activa. C3b se une
de forma covalente a los microorganismos y sirve de opsonina favoreciendo su

fagocitosis, se libera un fragmento mas pequefio C3a, que estimula la inflamacién al
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actuar como sustancia quimioatractante para los neutréfilos. C3b se une a otras
proteinas del complemento para formar una proteasa que escinde una proteina
llamada C5 generando los péptido C5a y C5b. Este ultimo permanece unido a las
membranas de los microorganismos, mientras que C5a se concentra en la zona de
infeccién. EI componente vascular de la inflamacion aguda, C5b, se asocia
rapidamente con C6 y C7 y se inserta a la membrana. Subsecuentemente C8 se
enlaza, seguida de varias moléculas de C9. Las moléculas de c9 forman un poro en
la membrana a través del cual el contenido celular se escapa y ocurre la lisis de la
célula. La lisis no se da por un proceso enzimatico, sino que se da através de un
danio fisico a la membrana. Este complejo consiste de C5bC6C7C8C9 y es conocido
como un complejo de ataque a la membrana (MAC). Las células expresan diversas
proteinas reguladoras que bloquean la activacion del complemento y asi evitan
lesiones a las células del huésped (Abbas, 2004).

En pacientes con LES se han observado algunas alteraciones en los niveles de
expresion de las proteinas de la cascada del complemento, asi como del receptor del
complemento CR1, principalmente C2 y C4 (Tsao, 2002). La proteina C4 es
codificado por los genes C4A y C4B, los cuales en algunos casos presentan
alteraciones en su secuencia que derivan en la deficiencia completa de la proteina
(alelos nulos). Aunque esta condicién es rara, aproximadamente el 70% de los
pacientes que la presentan, desarrollan una enfermedad similar a LES que se
manifiesta en edad temprana, con afeccion renal y desarrollo de anticuerpos arti-Ro
(Ratnoff, 1996). Por su parte, también los individuos deficientes de C1q muestran un
mayor riesgo para desarrollar LES (cerca del 92% de estos presentan la enfermedad)
(Topaloglu y cols., 2000). Por otro lado y en menor frecuencia, la deficiencia de C2
también se ha encontrado asociada con LES, pero los cuadros clinicos son mas
leves (Arnett y Reveille, 1992).
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Figura 5. Activacion y regulaciéon del Complemento. El sistema del complemento se activa por tres
diferentes vias: clasica, alterna y por via de lectinas; las flechas negras indican la direccion de la via
de activacién o la escision de productos del complemento, las flechas rojas indican la reaccién de
escision via factores enzimaticos o proteasas, las palabras en rojo en los recuadros son las proteinas
reguladoras del complemento que actlian sobre estados especificos de vias de activacion e inhibicion
de la activacion del complemento. C1INH, inhibidor C1; MCP, cofactor de proteina de membrana; CR,
receptor del complemento; C4bp, proteina de unién a C4; FB (D, H, 1), Factor B ((D, H, I).

F.5 Gen Lectina de union a manosa: MBL

Hay dos genes lectina de unién a manosa (MBL) en humanos, pero MBL-1 es un
pseudogen y sélo MBL-2 codifica para la proteina funcional. El gen funcional MBL-2,
se localiza en la posiciéon 10911.2-g2 y tiene cuatro exones. El exon 1 codifica un
péptido sefal, una region rica en cisteina y parte de una region de colageno rica en
glicina, el ex6n 2, codifica para la otra parte del domnio de colageno, el exén 3 para
una region enrrollada a helice conocida como regién neck y el exén 4 codifica para

un dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) que adquiere una
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configuracion globular. La region promotora del gen MBL contiene un gran numero
de elementos regulatorios que afectan la transcripcion de la proteina (Dommett y
cols., 2006). MBL pertenece a la familia de lectinas calcio dependientes conocida
como colectinas, un grupo de proteinas que contienen un dominio C-terminal
parecido a lectinas y un residuo de colageno que forma trimeros, los cuales a su vez
forman multimeros de trimeros y hacia arriba hexameros de trimeros (Lu y cols.,
2002; Holmskov y cols., 2003) (fig. 5). MBL es sintetizada en el higado y se
encuentra distribuida en el plasma, secreciones nasofaringeas, fluido del oido medio,
liquido sinovial de articulaciones inflamadas y liquido amniético, entre otros. La
proteina consiste de multimeros de una cadena polipeptidica idéntica de 32 KDa;
cada cadena comprende cuatro distintas regiones codificadas por diferentes exones
del gen MBL-2, en la regién C-terminal, tiene un dominio de reconocimiento de
carbohidratos dependiente de calcio (CRD), una pequefia region a hélice, una regién
hidrofébica (tallo), un residuo de colageno que contiene 19 tripletes Gly-Xaa-Xaa y
una region N-terminal rica en cisteinas. Tres cadenas polipeptidicas forman una triple
hélice dentro de la regién de colageno, estabilizada por interacciones hidrofébicas y
puentes disulfuro dentro de la regién N-terminal. MBL en suero consiste de
oligbmeros que van desde dimeros hasta hexameros; estos oligbmeros presentan
una estructura parecida a un ramillete por la interrupcién en la region de colageno
generandose una bisagra en forma de anillo, la habilidad de la proteina para unirse
efectivamente a microorganismos y activar la cascada del complemento parece ser

que depende de un alto nimero de oligébmeros.

La proteina MBL es homologa en su funcion a la molécula C1g del complemento,
ambas son componentes normales del sistema inmune innato, reconocen una gran
variedad de microorganismos, permiten distinguir lo propio de lo no propio, pueden
unirse a fosfolipidos, acidos nucléicos y proteinas no glicosiladas y pueden activar la
ruta del complemento; MBL por la via de lectinas y C1q por la via clasica (Turner y
cols., 1996; Neth y cols., 2000). MBL es una proteina de fase aguda que se produce
en respuestas inflamatorias. Después de que esta molécula se une a la superficie de
una célula o patégeno, otras proteinas asociadas como, MASP-1, MASP2 y MASP3

activan la ruta del complemento a través de C4 y C2. (Vorup y cols., 2000; Rossi y
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cols., 2001; Ambrus y cols., 2003). MBL modula la inflamacién y promueve la

eliminacién de células apoptéticas (Ogden y cols., 2001; Garred y cols., 2003).

En el gen MBL se han identificado tres mutaciones de sentido errbneo (missense) en
el exén 1, la primera en el codon 52 (Arg—Cys), otra en el codon 54 (Gly—Asp) y la
siguiente en el codon 57(Gly—Glu), que afectan la capacidad de los monémeros
para formar trimeros y la presencia de una o0 mas mutaciones estan asociadas con la

funcionalidad de la proteina.

Ademas se han descrito polimorfismos en la regién promotora, la substitucién de un
nucleétido -550(G—C) y -221(G—C) que estan involucrados directamente con los

niveles de MBL en suero.
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Figura 6. Estructura del gen MBL-2 y su proteina. A. Se muestran los polimorfismos localizados en
la region promotora y en el exén 1. B. Las diferentes regiones del polipéptido se codifican por
diferentes exones del gen MBL-2. C. Tres formas polipeptidicas idénticas de 32 KDa forman la
subunidad estructural basada en la triple hélice de colageno. D. La oligomerizacién de la subunidad
estructural pueden ser de diferentes tamarnos pero la forma tetramérica es la mas comun de MBL
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F.6 Gen Factor H del complemento: CFH

El sistema del complemento incluye un grupo de proteinas plasmaticas y de
membrana cuya principal funcién es la eliminacién y remociéon de microorganismos, y
es un componente clave en el sistema inmune innato. Este actiua en forma conjunta
con el sistema humoral para promover dos funciones, que son la eliminacion fisica de
los patégenos y la eliminacion no especifica. La opsonizacién de membranas
extranas llevada a cabo con proteinas del complemento permite que componentes
celulares especificos fagociten a los gérmenes. Los factores anafilotoxinas vy
quimiotacticos, derivan de las proteinas del complemento, contribuyendo a la
inflamacion no especifica. Las anafilotéxinas inducen la liberacion de histamina de
los eosinofilos y de los mastocitos, promoviendo la entrada facil de células
inflamatorias de la circulacion a los tejidos. Los factores quimiotacticos atraen células
inflamatorias no especificas a los sitios de activacion del complemento y forman
parte del sistema de amplificacién biolégico (Walport y cols., 2001). La proteina
Factor H del complemento (CFH) es una proteina regulatoria de la ruta alterna, esta
inhibe la formacién de la converasa C3 alterna y acelera su eliminacién, ademas

sirve como un cofactor del Factor |, que es una enzima de rompimiento de C3b.

El gen de CFH se localiza en el brazo largo del cromosoma 1 (1932), un locus
llamado RCA (regulador de la activacion del complemento) (Vorup-Jensen y cols.,
2000; Dahl y cols., 2001) que contiene genes que codifican diferentes proteinas

reguladoras de activacion del complemento (Rossi y cols., 2001).

CFH es una glicoproteina sérica de cadena sencilla de 150 KDa con una estructura
modular que consiste en una variedad de 20 unidades homologas en tandem de
cerca de 60 residuos de aminoacidos (Ripoche y cols., 1988; DiScipio y cols., 1992),
llamado pequerios repetidos consenso (SCR) o proteina control del complemento. Se
han identificado tres sitios de uniéon C3, y dos en SCR 6-10 y SCR 16-20, que une
fragmentos de C3c y C3d, respectivamente (Sharma y cols., 1996; Jokiranta y cols.,
2000) y tres sitios de unién a heparina bien identificados 7, 13 y 20 (Pangburn y cols.,
1991; Blackmore y cols., 1996; Blackmore y cols., 1998) (fig. 7).
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Existen algunas evidencias de pacientes con enfermedades de rifion en los cuales se
ha observado que se han originado por la activacion desregulada de la via alterna del
complemento, y que posteriormente pueden desarrollar drusen (pequefios depésitos
amarillos o blancos en la retina) en la macula, esto es en pacientes diagnosticados
con glomerulonefritis membranoproliferativa (MPGN) tipo Il en los cuales se han
identificado polimorfismos en el gen CFH, el principal inhibidor de la via alterna del
complemento. En dos estudios de cohortes independientes en los cuales analizan
polimorfismos en el gen CFH los relacionados con degeneracion macular (AMD) y
(MPGN) tipo Il (Zipfel y cols., 2001)

Algunos estudios muestran que deficiencias en CFH en pacientes homocigotos y
heterocigotos fueron asociados con sindrome urémico hemolitico (HUS) tipo Il y
glomerulonefritis membranoproliferativa (MPGN) tipo Il y otras enfermedades de
riion (Ault y cols., 2000)

Componentes de la via clasica evitan el desarrollo de autoinmunidad, por otra parte
aunque su papel en la eliminacion de células apoptoticas contrasta a la via alterna,

juega un papel directo aumentando la lesion del glomérulo
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Figura 7. Representacion del gen CFH. El gen CFH se localiza en el brazo largo banda 32 del
cromosoma 1, esta conformado por 22 exones. La proteina codificada, contiene 20 pequerios
repetidos consenso los cuales contienen diferentes dominios de union a diversas proteinas, entre ellas
a convertasa 3b (C3b), proteina C reactiva (CRP), heparina, acido sialico, etc., el SNP analizado
Y402H se localiza en el exén 9, que codifica para un dominio de reconocimiento a CRP y a heparina
(dominio 7); este dominio de uniéon a CRP es importante, ya que al unirse a diferntes proteinas de
superficie celular puede inducir apoptosis mediante la activacion de la cascada del complemento por
la via clasica, ademas aumenta la actividad fagocitica de los macrofagos y la produccién del factor de
crecimiento transformante 8 (TGFR).
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Il. JUSTIFICACION

El Lupus Eritematoso Sistémico, es el prototipo de las enfermedades autoinmunes,
donde las dificultades inherentes al diagnéstico, asi como el desconocimiento de las
tasas de prevalencia e incidencia y por tanto el impacto econémico real que tiene el
tratamiento de estos pacientes, hacen impostergable establecer estrategias que
permitan establecer el diagnéstico preciso y tratamiento mas adecuados para
disminuir no sélo el impacto econémico sino también el social de esta entidad en

nuestro pais.

En los ultimos afios se ha alcanzado un avance notable en el entendimiento
de la patogenia de LES. Los estudios de adopcidon, en gemelos y en familias, han
documentado que esta entidad tiene un fuerte componente genético y recientemente
los estudios gendmicos han demostrado que los factores genéticos desempenan un
papel preponderante en se etiologia, por lo tanto la identificacion de estos es sin
duda una excelente alternativa para entender mejor la etiopatogénesis de esta
entidad.

Actualmente los estudios de asociacion son los mas utilizados para la
busqueda de variaciones génicas involucradas en la susceptibilidad a desarrollar
enfermedades comunes como LES. Por esta estrategia se ha logrado identificar un
gran numero de SNPs involucrados en la etiologia de LES. Los resultados derivados
de estos estudios apoyan la hipotesis de que en este padecimiento existe una gran
heterogeneidad genética. Si embargo, se ha demostrado que el numero y la
importancia relativa de estos genes pueden variar entre los diferentes grupos étnicos
y que estas diferencias genéticas, junto con el medio ambiente, pueden ser las
determinantes en las variaciones de la severidad y prevalencia de la enfermedad
observado entre los diferentes grupos.

En este proyecto se propone identificar polimorfismos asociados con la
susceptibilidad a padecer LES en poblacién mexicana, lo cual, sin duda contribuira a
incrementar el conocimiento de los factores genéticos involucrados en la
etiopatogenia de esta enfermedad, con lo cual se sentaran las bases para estudios

funcionales y farmacolégicos que permitan dilucidar los mecanismos bioquimicos y
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moleculares de esta entidad. Los conocimientos generados de este estudio podran
ser aplicados al disefio de mejores estrategias para establecer el diagnostico
oportuno y con certeza, al desarrollo de esquemas de tratamiento mas
idividualizados, a la disminucion de los efectos colaterales del tratamiento prolongado
y el desarrollo de medidas preventivas dirigidas a disminuir la morbilidad de esta

enfermedad, asi como su elevado costo social y econdémico.

[ll. OBJETIVOS

GENERAL

Determinar si polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) localizados en
genes CTLA4, MBL y CFH se encuentran asociados a la susceptibilidad para

desarrollar LES, en pacientes pediatricos mexicanos.

PARTICULARES

1. ldentificar la frecuencia de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en
genes candidatos, en una muestra de individuos sanos mexicanos y en

pacientes mexicanos con LES.

2. Determinar si polimorfismos localizados en genes involucrados en la
respuesta inmune e inflamatoria se encuentran asociados a la
susceptibilidad para desarrollar LES en una muestra de pacientes
pediatricos.

3. Construir haplotipos para conocer su asociacion con la susceptibilidad de

desarrollar LES.
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IV. HIPOTESIS

Polimorfismos de un solo nucleoétido (SNPs) localizados en genes candidatos
involucrados en la respuesta inmune e inflamatoria, se encuentran asociados a la

susceptibilidad para desarrollar LES en pacientes pediatricos mexicanos.

V. MATERIAL Y METODOS

POBLACION DE ESTUDIO

En este estudio se incluyeron 250 pacientes mexicanos con diagnéstico de LES no
relacionados, que manifestaron la enfermedad antes del los 16 afos de edad y que
cumplieron con al menos 4 de los 11 criterios de la clasificacién establecida por la
ACR (Tan y cols., 1982). Para el estudio basado en familias se incluyeron también a
los padres de los pacientes. Cada paciente fue evaluado por un médico reumatoélogo
o inmundlogo quiénes llenaron la hoja de captacion de datos. En todos los casos se

firmo la carta de consentimiento informado.

Como controles se incluiyeron 355 individuos sanos, sin antecedentes de
enfermedades autoinmunes pareados por sexo y origen étnico, obtenidos de un
banco de sangre de la ciudad de México. Dado que el genotipo no es dependiente de
la edad, se captaron controles mayores de 18 afios para disminuir la probabilidad de
seleccionar individuos con susceptibilidad a padecer LES y/o enfermedad
autoinmune en la edad pediatrica. Todos los pacientes nacieron en México, al igual
que sus padres, abuelos y bisabuelos (mexicanos-mestizos) y fueron reclutados de
los hospitales Centro Médico Nacional Siglo XXI, Hospital Infantil de México, Centro
Médico La Raza y el Instituto Nacional de Pediatria. Para el calculo de la muestra se
tomé en consideraciéon: 1) las frecuencias alélicas previamente reportadas de los

SNPs, 2) el valor de la prevalencia de la enfermedad en la poblaciéon (Kp), debido a
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que no existen datos de prevalencia de LES en la poblacidon mexicana, se torné la
reportada en la poblacién brasilefia que es del 0.01%, una de las mas bajas a nivel
mundial (Senna y cols., 2004), 3) el poder estadistico fué del 80% con un nivel de
significancia de 0.05, con una hipétesis alternativa de 2-colas, 4) Se utilizd un rango
de valores de riesgo relativo, que abarcé los descritos para los SNPs analizados
(OR de 1.8 a 3.5), 5) se utilizé un intervalo de confianza del 95% (1-alfa= 95%), en el
contexto de estimar un rango de valores (calculado en la muestra) en el cual se
encuentra el verdadero valor del parametro, con una probabilidad determinada. Para
este estudio de casos-controles el tamafio de la muestra requerido fué de 192

pacientes y 192 controles.

Se excluyeron a todos los pacientes con cualquier otra enfermedad crAnica

concomitante.

CLASIFICACION DE LA INVESTIGACION

Estudio multicéntrico de casos y controles, transversal, prospectivo y comparativo.

EXTRACCION DE DNA

A todos los pacientes, a sus padres y a los controles se les extrajeron de 5-10 ml de

sangre periférica usando EDTA como anticoagulante.

La extraccién del DNA gendmico se realiz6 a partir de leucocitos de sangre periférica
utilizando la técnica convencional de fenol-cloroformo y precipitacion con etanol
(informacion suplementaria 1) (Blin y Sttaford, 1976) (Anexo 1). Alternativamente la
extraccion del ADN se realizo6 utilizando los Kit PUREGENE (Gentra Systems, USA),
y Maxi Kit (50) QlAamp DNA blood (QIAGEN), siguiendo las indicaciones del
proveedor. La integridad del DNA fue verificada en un gel de agarosa al 1% tefido

con bromuro de etidio (figura 8). EI DNA obtenido se cuantific6 por
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espectrofotometria, utilizando un Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer,

Accesolab.

Figura 8. Integridad de DNA. En el primer carril se encuentra el marcador de pesosos moleculares

(MPM), en los carriles 2-6 las muestras de pacientes 1-5,

GENOTIPIFICACION DE SNPs EN GENES CANDIDATOS

Se analizaron SNPs localizados en genes que han mostrado asociacion en otras
poblaciones afectadas con LES o que participan en los mecanismos de respuesta
inmune. Los SNPs analizados fueron: -318C/T, 49A/Gy CT60G/A; del gen CTLA4 y
-550 G/C, 52C/T, 54G/Ay 57A/G del gen MBL y Y402H del gen CFH .

Los SNP’s fueron caracterizados por el método fluorescente de 5 exonucleasa

(Tagman) (Holland y cols., 1991) en el sistema de detecciéon de secuencias ABI
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Prism 7900 HT usando el software SDS 2.2.2; analizados en forma independiente y

como haplotipos construidos con el programa HAPLOVIEW v3.2.

Disefio de oligonucleétios y sondas especificas

Los oligonucleétidos y las sondas para cada uno de los SNPs fueron
disefiadas obteniendo la secuencia de cada gen del “Gene Bank” y utilizando el
software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems).

Las sondas fuerdn disefiados de acuerdo a la base de datos NCBI de SNPs

de la direccion electronica http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi., (tabla 2).

Tabla 2. Secuencias de Sondas, usadas para el ensayo 5' exonucleasa

SNP SECUENCIA
| |
-318C/T  rs 5742909 'AGGCGCCAGGGATAGAATGTTGCCCG/TGAGCCAG
| GAAGGAGAGCAGTGCCCA
49A/G rs 231775 GCACAAGGCTCAGCTGAACCTGGCT[A/G]JCCAGGA
'CCTGGCCCTGCACTCTCCT
CT60G/A rs 3087243 ‘TCTTCACCACTAﬂ'TGGGATATAAC[A/G]TGGGTTA ‘
‘ ACACAGACATAGCAGTCC ‘

disefiadas por AB de Mexico S. de R.L. de C.V

Método fluorescente de 5’ exonucleasa (TaqgMan)

Para cada ensayo de discriminacion alélica se disefiaron 2 sondas cada una de ellas
conteniendo la secuencia especifica para cada uno de los alelos en cuestion
marcadas en el extremo 5’ con fluorocromos diferentes, FAM para el alelo 1 y VIC
para el alelo 2, ademas ambas sondas contenian en el extremo 3’ un “quencher’
(TAMRA) el cual mientras la sonda permanece intacta, inhibe la emisién de
fluorescencia. Durante la reaccién de PCR los primers hibridan con una secuencia

especifica del templado de DNA. Dependiendo de la secuencia polimérfica, la sonda
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TagMan especifica hibrida con su secuencia homéloga. Durante la PCR, la AmpliTaq
Gold, que tiene actividad tanto de DNA polimerasa como de exonucleasa 5-3’, es
capaz de digerir la sonda durante la amplificacion y liberar el colorante fluorescente
de la accion del “quencher”, de tal manera que dadas las condiciones de astringencia
utilizadas durante la reaccion, solo la sonda especifica para el polimorfismo presente
es capaz de hibridar. Por lo tanto ésta metologia nos permite discriminar un alelo del

otro con base en el tipo de fluorescencia emitida (fig. 9).

DISCRIMINACION ALELICA
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Figura 9. Representacion de la discriminacion genotipica. Se muestran los tres grupos de
genotipos que se forman usando dos tipos de sondas Vic para el alelo X (grupo en color rojo), se
forma con los individuos que son homocigotos para un alelo 1 y Fam para el alelo Y ( grupo en color
azul), formado por los individuos que son homocigotos para el alelo 2, los individuos que son
heterocigotos (alelos 1 2), se distinguen por la combinacion de los dos fluorocromos (rojo y azul)
observandose de color verde.
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Analisis estadistico

Las frecuencias genotipicas fueron comparadas entre casos y controles por medio de
las pruebas de x? que combina tablas de contingencia 3 X 2 y la exacta de Fisher. Se
evalud el equilibrio de la distribucion de los genotipos mediante Hardy-Weinberg,
usando la prueba de x°. Para evaluar la significancia de las diferencias en las
frecuencias alélicas entre casos y controles, el valor de x* fué calculado de las tablas
de contingencia 2 X 2. También las frecuencias alélicas de los casos y controles
fueron usadas para calcular la razon de momios (OR) con un intervalo de confianza
del 95% (95% IC) y fueron calculados de acuerdo al método de Woolf's. Se utilizo6 el
software StatCalc (Epi Info 2005; Centers of Disease Control and Prevention, Atlanta,
GA, USA) y el programa FINETTI, http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl. El analisis de

haplotipos se realiz6 mediante el programa HAPLOVIEW v3.2. Los valores de

P<0.05 fueron considerados significativos.

VI. RESULTADOS

Se estudiaron un total de 250 pacientes no relacionados, con LES de inicio antes de
los 16 afos de edad, que cumplieron con al menos 4 de los 11 criterios establecidos
por el Colegio Américano de Reumatologia (ACR del inglés American College of
Rheumatology) (Tan y cols., 1982). De estos 214 pacientes fueron femeninos
(85.6%) y 36 fueron masculinos (14.4%), con una edad promedio y desviacion
estandar al inicio de la enfermedad de 11.62 + 2.46 afios en el grupo total. La
presencia de antecedentes familiares de LES se documentd solo en 22 casos (casos
familiares: 8.8%). Un total de 155 pacientes (62%) tuvieron nefritis de acuerdo con la

biopsia y/o los criterios de la ACR (tabla 3).
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En ésta tesis se realizdé un estudio de asociacion de casos y controles para 8 SNPs
localizados en los genes CTLA4 ( -318C/T y 49A/G y CT60G/A), MBL (-550 G/C,
52C/T, 54 G/A y 57 G/A) y CFH (Y402H). El analisis se llevo al cabo tanto en la
poblacién total como en la poblacion estratificada por género, analizando la muestra

de pacientes femeninos, comparada con la de los controles femeninos.

Tabla 3. Grupo de Estudio

FrAGIENTES SEXO DATOS CLINICOS EHED
250 214 Femenino (85.6%) 155 (62%) Nefritis 112-32(‘3 £

36 Masculinos (14.4%) 104 (67%) biopsia renal
Clase Il 19 (17%)

Clase IV 74 (73%)

*CONTROLES 264 Femeninos (84%)
SANOS

50 Masculinos (16%)

*Pacientes captados de los hospitales: Centro Médico Nacional Siglo XXI, Hospital Infantil de
México, Centro Médico La Raza y el Instituto Nacional de Pediatria,

*Controles sanos mexicanos-mestizos sin antecedentes de enfermedades autoinmunes

Gen CTLA4

Las distribucion genotipica de los SNPs (-318C/T, 49A/G y CT60G/A) del gen
CTLA4, se encontr6 en equilibrio de Hardy-Weinberg tanto en pacientes (p=1.0,
p=0.67 y p=0.82) como en controles (p=0.44, p=0.69 y p=0.79). Al comparar la
distribucién de las frecuencias genotipicas del SNP -318C/T del gen CTLA4, entre
los pacientes con LES y los controles observamos que el genotipo heterocigoto CT
es menos frecuente en los casos, sin embargo no muestra diferencias

estadisticamente significativas (8.98% vs 11.94%; p=0.24).
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La frecuencia del alelo T, también fue menor en los pacientes que en los controles

(4.9% vs 6.25) pero las diferencias no mostraron significancia estadistica (p=0.3)
(tabla 4).

Tabla 4. Distribucion Genotipica y Alélica del SNP -318(C/T) del Gen CTLA4

'GENOTIPO  PACIENTES CONTROLES P OR
n=245 (%) n=360 (%) 95%Cl
cc 222 (90.61) 316 (87.78) CCvsTT  0.80 1.42
(0.089-22.87)
cT 22 (8.98) 43 (11.94) CCvsCT  0.24 0.728
(0.424-1.252)
g 1 (0.41) 1(028) CCvsCT+TT 0.27 0.744

(0.437-1.268)
ALELOS n=490 (%) n=720 (%)

c 466 (95.1) 675 (93.75) 0.3 1.294
(0.778-2.154)

T 24 (4.9) 45 (6.25)

En este analisis el 85.6% de nuestra muestra correspondié al sexo femenino, por lo
que se compararon los casos y los controles femeninos. Nuestros resultados
mostraron que el genotipo heterocigoto CT del SNP -318C/T del gen CTLA4, se
encuentra menos frecuente en los casos femeninos con LES, que en los controles
femeninos (10% vs 12.58%), sin embargo no muestra diferencias significativas
(p=0.3), este mismo comportamiento, se observé en la distribucion alélica (5.48% vs
6.29%:; p=0.58) asi mismo no se encuentraron diferencias significativas (tabla 5).
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Tabla 5 Distribucién Genotipica y Alélica del SNP -318(C/T) del Gen CTLA4

en la poblacion femenina

GENOTIPO  PACIENTES CONTROLES p OR
— - 0,
n=210 (%) n=310 (%) ST
CTLA4 CC 188 (89.52) 271 (87.42) CCvsTT  0.23 4.32

(0.175-106.6)

CTLA-4 CT 21 (10.0) 39 (1258) CCvsCT  0.37 0.776
(0.442-1.362)

CTLA4TT 1 (0.48) 0 (0) CCvsCT+TT 046 0.81
(0.467-1.416)

ALELOS n=420 (%) n=620 (%)
c 397 (94.52) 581 (93.71) 0.58 1.159
T 23 (5.48) 39 (6.29)

Con respecto al SNP 49A/G, la comparacion de las frecuencias del alelo A entre los
pacientes con LES y los controles (56.97% vs 51.81%, p=0.07) no mostraron
diferencias significativas. Asi mismose observé una mayor frecuencia del genotipo
AA en pacientes con LES que en controles (33.20% vs 26.11% respectivamente,
p=0.09) (tabla 6).
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Tabla 6. Distribucion genotipica y alélica del SNP 49(A/G) del gen CTLA4

GENOTIPOS

AA

AG

GG

ALELOS

PACIENTES

n=244 (%)

81 (33.20)

116 (47.54)

47 (19.26)

n=488 (%)

278 (56.97)

210 (43.03)

CONTROLES

n=360 (%)

94 (26.11)
185 (51.39)
81 (22.50)

n=720 (%)

373 (51.81)

347 (48.19)

GG vs AA

AA vs AG

AA vs AG+GG

P

0.09

0.09

0.05

007

95%ClI

1.485
(0.932-2.367)

0.728
(0.499-1.061)

0.711
(0.498-1.015)

1.32
(0.977-1.552)

El analisis del SNP 49A/G en la poblacién femenina, mostré que el genotipo AA se

encuentra mas frecuente en los pacientes, que en los controles (33.01% vs 24.84%,

p=0.06), sin embargo no mostraron diferencias significativas; al realizar la

comparacién de la distribucién del alelo A en ambos grupos, observamos que en

pacientes femeninos con LES se encuentra en una frecuencia significativamente

mayor, comparado con los controles (57.18% vs 51.13%, p=0.05) por lo que sugiere

que este alelo esta participando en la susceptibilidad a desarrollar LES, de inici6 en

la edad pediatrica (tabla 7).
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Tabla 7. Distribucion Genotipica y Alélica del SNP +49(A/G) del gen CTLA4

GENOTIPOS

AA

AG

GG

ALELOS

A

n=209 (%)

69 (33.01)

101 (48.33)

39 (18.66)

n=418 (%)

239 (57.18)

179 (42.82)

en poblacion femenina

PACIENTES CONTROLES

n=310 (%)

77 (24.84) GG vs AA

163 (52.58) AA vs AG
70 (22.58) AAvs AG+GG

n=620 (%)

317 (51.13)

303 (48.87)

0.06

0.07

0.04

0.05

OR
95%Cl

1.61
(0.967-2.675)

0.691
(0.459-1.041)

0.671
(0.456-0.987)

1.276
0.994-1.638

Cuando las frecuencias genotipicas del SNP CT60G/A fueron comparadas entre

casos y controles, el genotipo homocigoto AA, fué mas frecuente entre los pacientes

con LES que en los controles (22.86% vs 16.94%; p=0.04); La frecuencia del alelo A

fue mayor en pacientes con LES (47.35%) que en controles (41.67%), y el valor de

p=0.05 (tabla 8), sugiriendo que este alelo confiere riesgo de susceptibilidad a LES

en nuestra poblacién de pacientes pediatricos mexicanos
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Tabla 8. Distribucion genotipica y alélica del polmorfismo CT60(G/A)

GENOTIPOS

CTLA-4 GG

CTLA-4 GA

CTLA-4 AA

ALELOS

G

PACIENTES

n=245 (%)

69 (28.16)
120 (48.98)

56 (22.86)

n=490 (%)

258 (52.65)

232 (47.35)

del gen CTLA4
CONTROLES

n=360 (%)

121 (33.61)
178 (49.45)
61 (16.94)

n=720 (%)

420 (58.33)

300 (41.67)

GGvsAAV

GG vs GA

GG vs GA+AA

0.04

0.38

0.15

0.05

OR
95%CI

1.610
(1.01-2.571)

1.182
(0.812-1.721)

1.291
(0.906-1.840)

1.259
(0.999-1.586)

Después de la estratificacion de nuestra poblacion por sexo, se compararon las

frecuencias genotipicas, entre el homocigoto AA de los pacientes femeninos ccn los

controles femeninos, de lo cual observamos que la frecuencia de este genotipo fue

mayor en los casos comparada con los controles (21.91% vs 15.16%, p=0.03). Asi

mismo, la frecuencia del alelo A fué mas alto en pacientes femeninos con LES que
en controles femeninos (46.67% vs 40.32%; p=0.04), (tabla 9).
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Tabla 9. Distribucion genotipica y alélica del polmorfismo CT60(G/A) del gen
CTLA4 en la poblacion Femenina

GENOTIPOS PACIENTES CONTROLES P OR
n=210 (%) n=310 (%) 95%CI
CTLA-4 GG 60 (28.57) 107 (34.52) GG vs AA 0.03 1.745
1.043-2.921
CTLA-4 GA 104 (49.52) 156 (50.32) GG vs GA 0.39 1.189

(0.795-1.777)

CTLA-4 AA 46 (21.91) 47 (1516)  GGvs GA+AA  0.15 1.318
(0.901-1.927)

ALELOS  N=420 (%) n=620 (%)
G 224 (53.33) 370 (59.68) 004 1295
(1.009-1.663)
A 196 (46.67) 250 (40.32)

Para complementar este analisis se estimaron las frecuencias de los haplotipos en
los casos y controles femeninos usando los tres SNPs del gen CTLA4. Se
encontraron un total de cinco haplotipos, de los cuales solamente cuatro mostraron
una frecuencia mayor al 1%. (tabla 10). De estos, soélo dos haplotipos (1 y 2)
mostraron una tendencia o una débil asociacién con LES, en nuestro grupo de
estudio. El haplotipo (1) CGG, constituido por los alelos -318C, 49G y CT60 G, del
gen CTLA4, se encontré en una frecuencia mas baja en los casos con LES que en
los controles (42.34% vs 49%; p=0.03), lo anterior nos sugiere que este haplotipo
esta involucrado con proteccion a LES en nuestra poblacion de pacientes pediatricos
mexicanos (tabla 10), a diferencia del haplotipo (2) CAA, constituido por los alelos,-
318C, 49A y CT60A, del gen CTLA4 el cual se encontr6 en una frecuencia mayor en

los pacientes, en comparacién con los controles (45.93% vs 40.11%; p=0.06).
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Tabla 10. Analisis de los Haplotipos en el Gen CTLA4

Haplotipo Sl\fPs Controles Pacientes p
-318C/T; 49A/G; CT60G/A % %
1 C G G 49.0 42.34 0.03
2 C A A 40.11 45.93 0.06
3 T G A 6.31 5.5 0.59
4 C G A 4.5 5.7 0.38

n= 209 pacientes y n= 309 controles

Gen MBL

OR
95% IC

0.75
(0.59-0.99)

1.27
(0.98-1.64)

0.86
(0.49-1.51)

1.28
(0.71-2.32)

La distribucion de los SNPs -550 G/C, 52CIT, 54 G/A y 57 G/A del gen MBL, se
encontré en equilibrio de Hardy-Weinberg tanto en pacientes (p=0.49, p=1.0, p=0.20

y p=1.0) y en controles (p=0.35, p=1.0,p=0.81 y p=1.0). La comparacion de las

frecuencias genotipicas entre los casos con LES y los controles mostré que el

genotipo CC del SNP -5650 G/C, se encuentra en una frecuencia mayor en los casos

comparado con los controles (17.94% vs 15.29%, respectivamente), sin embargo no

muestran diferencias significativas (p=0.36). Del mismo modo cuando realizamos la

comparacion de las frecuencias alélicas entre los casos y los controles, el alelo C, se

encontré con una frecuencia mayor en los pacientes que en los controles (43.95% vs

41.12%), sin embargo las diferencias no fueron estadisticamete significativas

(p=0.38) (tabla 11).
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Tabla 11. Distribucién genotipica y alélica del polmorfismo -550(G/C)

del gen MBL
GENOTIPO PACIENTES CONTROLES p OR
n=223 (%) n=242 (%) (95% IC)
GG 67  (30.04) 80  (33.06) GGvsCC  0.36 1.291
(0.743-2.243)
GC 116 (52.02) 125  (51.65) GGvsGC 062 1.108
(0.734-1.672)
cC 40 (17.94) 37  (15.29) GGvs GC+CC 048 1.156
(0.777-1.702)
ALELOS n=446 (%) n=484 (%)
G 250 (56.05) 285 (58.88) 0.38 1.123
(0.866-1.457)
C 196 (43.95) 199 (41.12)

Para el andlisis de este gen también se estratifico la poblacion de estudio,
considerando Gnicamente la poblacion femenina. Con respecto al SNP -550G/C, se
observo que el genotipo CC se encuentra mas frecuente en los pacientes con LES,
que en los controles (16.76% vs 13.99%), sin embargo las diferencias
estadisticamaente significativas al hacer la comparacion de la distribucion del alelo C
en ambos grupos, mostré que en pacientes femeninos con LES, este alelo presenta
una frecuencia mayor que los controles (44.24% vs 41.19%), aunque no hay

diferencias significativas entre ambos grupos (tabla 12).
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Tabla 12. Distribucion genotipica y alélica del polimorfismo -550(G/C) del gen
MBL en la poblacion femenina

GENOTIPOS
GG
e
cc

ALELOS

PACIENTES
n=191 (%)
54 (28.27)
105 (54.97)
32 (16.76)
n=382 (%)
213 (55.76)
169 (44.24)

CONTROLES
n=193 (%)

61 (31.61)
105  (54.4)
27 (13.99)
n=386 (%)

297 (58.81)

159  (41.19)

GGvs CC

GG vs CG

GG vs CG+CC

036

0.59

0.47

10.39

OR
(95% 1C)

1.339
(0.713-2 513)

1.130
(0.716-1.781)

1.172
(0.757-1.816)

1.133
(0.851-1.508)

En el analisis del SNP 52C/T no se observaron diferencias significativas en la

distribucion de los genotipos entre casos y controles (p=0.52) (tabla 14).

El analisis comparativo de las frecuencias alélicas en este mismo SNP 52C/T,

mostré una mayor frecuencia del alelo T en pacientes que en controles (3.35% vs

2.58%), sin embargo no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p=0.53) (tabla 13).
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Tabla 13. Distribucion genotipica y alélica del polmorfismo 52(C/T)

del gen MBL
GENOTIPO PACIENTES CONTROLES p OR
0,
n=223 %)  n=243 (%) (95% 1C)
o 209 (93.72) 231 (95.06) CCvsTT 1.0 1.105
(0.022-55.93)
CT 14 (6.28) 12 (4.94) CCvsCT 0.52 1.289
(0.583-2.851)
TT 0 (0) 0 (0) CCvsCT+TT 052 1.289
(0.583-2.851)
ALELOS n=446 (%) n=486 (%)
C 432 (96.86) 474 (97.53) 0.53 1.280
(0.586-2.798)
T 14 (3.14) 12 (2.47)

El analisis en la poblacion femenina del SNP 52(C/T), no mostré diferencias

significativa en las frecuencias genotipicas (6.28% vs 5.15%, p= 0.63) y alelicas
(3.35% vs 2.58%, p=0.53) entre casos y controles (tabla 14).
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Tabla 14. Distribucion Genotipica y Alélica del SNP 52(C/T)del gen MBL en

poblacion Femeninos

GENOTIPO  PACIENTES _ CONTROLES D OR
0,
n=191 (%) n=194 (%) (95%IC)
cc 179 (93.72) 184 (9485)  CCvsTT 10 1028
(0.020-52.0)
cT 12 (6.28) 10 (5.15) CCvsCT 063 1234
(0.52-2.927)
T 0o (0 0 (0) CCvsCT+TT 063 1234
(0.52-2.927)
ALELOS  n=382 (%) n=388 (%)
C 370 (96.65) 378 (97.42) 0.63 1.226
(0.523-2.872)
T 12 (3.35) 10 (2.58)

Otro de los SNPs, que analizamos es el 54G/A, observamos que las frecuencias

genotipicas entre los casos con LES y los controles, en el genotipo GA, se presenta

en un porcentaje menor en los casos comparado con los controles (24.22% vs

26.64%) respectivamente, sin embargo no muestran diferencias significativas

(p=0.57) (tabla 15). Al igual que para los otros SNPs, cuando se compararon las

frecuencias alélicas en este mismo SNP 54G/A,

entre los casos con LES vy los

controles, encontramos que el alelo A, se encuentra menos en los pacientes con

LES, que en los contrroles (15.70% vs 16.19%), no mostrando diferencias

significativas (p=0.83), (tabla 15).
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Tabla 15. Distribucion genotipica y alélica del polmorfismo 54G/A del gen MBL

GENOTIPO  PACIENTES  CONTROLES p OR
0,
n=223 (%) n=244 (%) (95% IC)
GG 161 (72.20) 172 (7049) GGvsAA  0.70 1221
(0.433-3.444)
GA 54 (24.22) 65 (26.64) GG vs GA 0.57 0.888
(0.583-1.351)
AA 8  (358) 7 (287) GGvsGA+AA 068 0.92
(0.615-1.375)
ALELOS n=446 (%) n=486 (%)
G 376 (84.30) 409 (83.81) 0.83 0.964
(0.679-1.369)
A 70 (15.70) 79 (16.19)

Estratificando nuestra poblacion de estudio, para considerar unicamente la poblacion

femenina, en el SNP 54G/A , observamos que el genotipo GA se encuentra menos

frecuente en los pacientes con LES, que en los controles (23.04% vs 27.18%), y el

valor de p=0.39 nos dice que no muestra diferencias significtivas. Posteriormente

cuando comparamos la distribucién del alelo A en ambos grupos, observamos que

en pacientes femeninos con LES se encuentra en un porcentaje menor, comparado

con los controles (15.18% vs 15.64%) y el valor de p=0.86, por lo que podemos

observar que no hay diferencias significativas entre ambos grupos (tabla 16).
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Tabla 16. Distribucion genotipica y alélica del polmorfismo 54(G/A) del gen

MBL en poblacion femenina

GENOTIPO  PACIENTES CONTROLES P OR
0,
n=191 (%) n=195 (%) (95% IC)
GG 140 (73.3) 138 (70.77) 0.38 1.725
(0.494-6.025)
GA 44 (23.04) 53 (27.18) 0.39 0.818
(0.515-1.301)
AA 7 (3.66) 4  (205) GGvsGA+AA 058 0.882
(0.565-1.376)
ALELOS n=382 (%) " n=390 (%) -
& 324 (84.82) 329 (84.36) 0.86 0.965
(0.653-1.427)
A 58 (15.18) 61 (15.64)

El siguiente y ultimo de los SNPs que se analiz6 del gen MBL fue es el S7G/A en

este observamos que las frecuencias genotipicas entre los casos con LES y los

controles no muestran diferencias significativas (p=1.0) (tabla 17). Lo mismo ocurrié

con el analisis de las frecuencias alélicas (p=1.0) (tabla 17).
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Tabla 17. Distribucion genotipica y alélica del polmorfismo 57G/A del gen MBL

| GENOTIPO ‘ PACIENTES | CONTROLES | p ‘ OR
‘ | 0,
n=223 (%) n=243 (%) \ (95% IC) |
| GG vs AA 1.0 1.091

66 220 (98.65) 240 (98.77)

| (0.022-55.20)

GA 3 (135 3 (1.23) }GGvsGA S 091 1001

| (0.218-5.462) |
|

t— - \
AA 0 o 0 (0) (GG Vs GA*AA  0.91 1.091
| 1 (0218-5.462)

| |
| |
ALELOS  n=446 (% N-486 (%) | | ‘
| | | | |
\ | . ;
G a3 (9933 483 (99.38) 10 1090
| | (0.219-5.430) |
A ’ 3 06 3 (062 | 1 |

En el analisis de la poblacién femenina para el SNP 57(G/A) , observamos que el
genotipo GG se encuentra en un porcentaje muy parecido en ambos grupos (98.43%
vs 98.45%), asi mismo el genotipo GA se encuentra ligeramente mas frecuente en
los pacientes femeninos con LES, que en los controles (1.57% vs 1.55%), aunque el
valor de p=0.98 nos dice que no muestran diferencias significativas. Posteriormente
cuando comparamos la distribucion del alelo A en ambos grupos, observamos que la
frecuencia es muy similar, en pacientes femeninos con LES, comparado con los
controles (0.79% vs 0.77%) y el valor de p=1.0, por lo que podemos observar que no

hay diferencias significativas entre ambos grupos (tabla 18).
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Tabla 18. Distribucion genotipica y alélica del polmorfismo 57G/A del gen MBL

en poblacion femenina

' GENOTIPO ~ PACIENTES | CONTROLES P  OR
| 0,
n=191 (%) . n=194 %) | | Bl
GG | 188 (98.43) 191 (98.45) | GGvsAA | 10 | 1016 |

\ | 1 (0.020-51.46) |
_ ‘ | _
GA | 3 (1.57) 3 (1.55) | GGvsGA 098 | 1016 |
| (0.202-5.098) ‘
| ‘ | |

AA 0 (0) 0 (0) | GGvsGA+AA 0.98 1016
| | (0.202-5.098)
ALELOS | N=382 (%  n=388 (%) ‘ ] |
| | | | |
G 379 (9921) 385 (9923) 10 | 1016
| (0.204-5.065)
A 3 (079 | 3 (0.77) | ' |

La construccion de haplotipos en casos y controles femeninos con los cuatro SNPs
analizados en el gen MBL (-550G/C, 57G/A, 54G/A y 52CIT), evidencio la prescencia
de ocho haplotipos, de los cuales solamente tres mostraron una frecuencia mayor al
10%. (tabla 19). El haplotipo GGGC, fué el mas frecuente en la poblacién (55%) de la
poblacién en general, mientras que el menos frecuente fue el haplotipo CGAC; sin
embargo, ninguno de los dos muestra diferencias estadisticamente significativas

entre los casos y los controles.
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Tabla 19. Analisis de los Haplotipos de los SNPs del Gen MBL

Haplotipo SNPs Controles Pacientes p OR
MBL n=309 n=209 95% IC
-550G/C, 57G/A, 54G/Ay 52C/T (%) (%)

1 G G G C 54 56 0.4 0.89
(0.68-1.17)

2 C G G C 27 24 0.32 1.16
(0.85-1.59)

3 C G A C 15 16 0.68 0.93
(0.64-1.35)

Gen CFH

Este es el primer reporte donde se investiga la asociacion del gen que codifica para
el factor H (CFH) involucrado en la regulacién del complemento por la via alterna,
con la susceptibilidad a desarrollar LES. El analisis de la distribucion genotipica y
alélica del polimorfismo Y402H (T/C, rs1061170) en nuestros pacientes con LES
mostr6é una frecuencia mucho mayor del genétipo heterocigoto TC en casos que en
controles (24.4 vs 17.5% respectivamente) mostrando diferencias estadisticamente
significativas (p=0.017).

Asi mismo, encontramos que la frecuencia del alelo C fue mayor en los casos con
LES que en los controles (15.2% vs 8.8%) mostrando una asociacion significativa del
alelo C con la susceptibilidad para desarrollar LES (P = 0.0040; OR = 1.595, 95% IC:
1.158-2.198) en nuestra poblacion de estudio (Tabla 20).
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Tabla 20. Distribucion genotipica y alélica del polmorfismo 402T/C

del gen (CFH)

GENOTIPO  PACIENTES CONTROLES p OR
n=223 (%) n=243 (%) (95% IC)
T 213 (73.2) 375 (81.2) TTvs TC 0.017 1.543
(1.076-2.21)
TS 71 (24.4) 81 (17.5) TT vs CC 0.06 3.521
(0.872-14.22)
cC 6(2) 3(0.6) TTvs TC+CC  0.0074 1.614
(1.14-2.29)
ALELOS n=486 (%) n=648 (%)
T 412 (84.8) 591 (91.2) 0.0040 1.595
(1.16-2.19)
c 74 (15.2) 45 (8.8)
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VII. DISCUSION

El avance en los estudios geneticos de LES con analisis del genoma completo,
mapeo fino y estudios de gen candidato ha conducido a la identificacion de varios
genes de susceptibilidad. Por otro lado, la heterogeneidad genética y étnica

contribuye enormemente a la complejidad en su presentacion clinica.

Las bases de la etiopatogenia del LES aun no estan bien esclarecidas y aunque
existen varias evidencias de la participacion de los factores genéticos en diversos
estudios de asociacion, la mayoria de estos involucran sélo pacientes con LES en la
etapa adulta. La genética del LES ha sido estudiada desde los 70s cuando la primera
asociacion alelica del complejo principal de Histocompatibilidad-HLA, con Lupus fue

observada.

Por otro lado, los estudios de asociacién muestran ciertas discrepancias inter e
intrapoblacionales. Estas inconsistencias son probablemente debidas a la
heterogeneidad genética, a falsas asociaciones derivadas de la estratificacion de la
poblacion o de tamaiios de muestras insuficientes, por lo que el analisis de nuestra
poblacién es fundamental para identificar a los factores genéticos asociados al
desarrollo de LES. Recientemente se han reportado los primeros estudios en LES
pediatrico en dos poblaciones asiaticas, donde se encuentra asociacion con SNPs
localizados en el gen RANTES vy en el receptor alfa de estrogenos, aunque en
ambos estudios, el tamafio de la muestra es muy pequefio (46 y 41 pacientes,
respectivamente) (Lee y cols., 2004; Liao y cols.2004). Nuestro analisis incluye una
de las muestras de pacientes pediatricos mas grandes analizadas hasta el momento

(Bacay cols. 2006; Velazquez-Cruz y cols. 2007).

El disefio de este estudio fue de casos y controles en el cual se analizan SNPs
localizados en los genes CTLA4 y MBL, los cuales han mostrado evidencias de
asociacion con LES en adultos en diferentes poblaciones (espanoles, asiaticos,

japoneses, entre otros).
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Los genes CTLA4 y MBL, codifican para moléculas con un papel importante en las
respuestas inmune e inflamatoria, asi como en la regulacién de la activacion de
células T. En un primer paso se eligieron estos genes que habian mostrado
asociacién con LES en otras poblaciones; En una segunda etapa se incluy6 el
analisis del gen CFH como un nuevo gen candidato, por encontrarse en la region
1925-32, una region que ha mostrado ligamiento con LES y que ademas codifica
para el factor H, el principal inhibidor de la via alterna del complemento (Johanneson
y cols. 2002).

Gen CTLA4

La activacion de células T requiere de dos sefiales, una derivada del receptor de
células T y la otra cuando el receptor coestimulador interactia con su ligando, CD28
es la principal molécula coestimuladora, se une a CD80/CD86 en ceélulas
presentadoras de antigeno y envia una potente sefial coestimulatoria a células T
(Lenschow y cols., 1996); CTLA4, es un receptor relacionado a CD28, también se
une a CD80/CD86 en células presentadoras de antigenos pero CTLA4 inhibe la
activacion de células T, por lo que CTLA4 es una molécula que regula la respuesta
inmune de antigenos propios y externos controlando la activacién de células T

antigeno-especifica.

Dado su papel en la activacion de las celulas T y en la tolerancia inmune, el gen
CTLA4 ha sido implicado en el desarrollo del LES en los pacientes adultos, en varias
poblaciones analizadas, por lo anterior surge la importancia de analizarlo en
pacientes pediatricos. En este estudio se analizarén tres SNPs localizados en el gen
de CTLA4: el SNP -318C/T, SNP49A/G y el SNP CT60G/A; que en estudios previos
se ha observado que tienen un papel potencial en influir directamente en los niveles
del CTLA4 funcional y por tanto probablemente jugar un papel importante en la

modulacién de la respuesta inmmune en esta enfermedad.

Los resultados de este estudio muestran que los SNPs -318C/T y el SNP49A/G no

muestran evidencia de asociacién con la susceptibilidad al desarrollo del LES en
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nuestra poblacion de pacientes pediatricos. Los resultados observados en este
estudio en comparaciéon con lo reportado en otras poblaciones, son controversiales.
En un estudio en el que analizan una muestra de 113 pacientes y 200 controles
realizado en la poblacién japonesa, este SNP mostré6 asociaciéon con la
susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad (p=0.0008) (Ahmed y cols., 2001) ; en
otro estudio en el que observan una asociacion con la poblacién coreana analizada
(p=0.04), (Lee y cols., 2001), pero en este el tamafio de muestra es mas pequefio (80
pacientes y 86 controles). Sin embargo, en un meta-analisis realizado por Leey
cols., 2005, analizando 7 poblaciones de ancestro europeo principalmente, no
encontraron evidencia de asociacion con LES, lo cual apoya los resultados

observados en este trabajo.

Por tro lado, el SNP 49A/G, en un estudio realizado por Aguilar y cols., 2003,
muestra asociacion con la poblacion analizada (p=0.026) y en un meta-analisis lo
encotraron asociado principalmente con poblaciones de origen asiatico (Lee y cols.,
2005) al igual que en otro estudio realizado en la poblaciéon japonesa (p=0.003)
(Ahmed y cols., 2001) Sin embargo, en nuestra poblaciéon pediatrica analizada, no
muestra asociacién (p=0.07). La discrepancia entre nuestros resultados y lo
reportado en la literatura podria deberse a factores tales como heterogeneidad

genetica o las influencia étnica.

Por otro lado, el LES en el adultos afecta principalmente al género femenino con una
relacion hasta de 9:1, lo anterior también lo observamos en nuestra poblacion
estudiada, en la cual tenemos un total de 250 pacientes pediatricos no relacionados,
con LES de inicio antes de los 16 afios de edad; de los cuales 214 pacientes fueron
femeninos (85.6%) y 36 fueron masculinos (14.4%), cuando estratificamos por sexo
para evaluar si el sexo podria tener una participacion en la suceptibilidad a la
enfermedad, observamos que el valor de p disminuye (p=0.05), mostrando una débil
asociacion con el desarrollo de la enfermedad, por lo que nos lleva a sugerir que al
menos el SNP 49A/G podria tener una asociacion con el LES pediatrico en los

pacientes femeninos, confirmando lo previamente reportado en la literatura.

Cuando analizamos el SNP CT60G/A localizado en la regiéon 3' UTR del gen CTLA4,
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nuestros resultados mostraron asociacion del alelo CT60A con LES pediatrico,
(p=0.04) (tabla 8.); cuando estratificamos nuestra muestra de casos con LES,
analizando Unicamente a pacientes y controles femeninos, observamos que dicha
diferencia sigue siendo estadisticamente significativa, esta diferencia que existe en
las frecuencias genotipicas muestra mayor asociacién (p=0.03) (tabla 9). Una
observaciéon importante que no ha sido reportado en estudios anteriores, es el efecto
de dosis génica. Nuestros resultados describen un efecto de dosis génica debido a
que observamos una asociacion significativa cuando comparamos los pacientes
homocigotos GG vs AA, (p=0.04, OR=1.61; 95% CI=1.01-2.57), pero
interesantemente no observamos esta asociacién cuando compaaramos GG vs GA
(p=0.38) (tabla8)

Sin embargo a diferencia de lo reportado en la poblacién espariola (Torres y cols.,
2004), en el cual muestran los primeros resultados del SNP recientemente descrito
relacionado con la susceptibilidad a desarrollar LES, encuentran que el genotipo AA
se encuentra en una frecuencia menor en pacientes, comparada con los controles
(18.7% vs 28.3%; p=0.009, respectivamente) y la frecuencia del alelo G es mayar en
los pacientes con LES que en los controles (81.2% vs 71.7%; p=0.006;
respectivamente). Estos resultado son controversiales, debido a que ellos observan
que el alelo G confiere riesgo en su poblacion espafola analizada, mientras que para

nuestra poblacion pediatrica mexicana con LES el alelo A, es el que confiere riesgo.

Por tro lado, en otro estudio en el que analizan CT60G/A para varias enfermedades
autoinmunes en el que no involucran LES; encuentran asociado el alelo G con la
susceptibilidad en varia enfermedades autoinmunes analizadas (Ueda y cols.,
2003).

La discrepancia entre nuestros resultados y lo reportado en la literatura podria
explicarse por la naturaleza y el tamafio de las muestras analizadas (y de este modo
el poder estadistico), aunado a la variabilidad genética que existe en cada poblacion.
Ademas, la interpretacion de los resultados observados en este trabajo y los

reportados en la literatura puede ser complicado por la posibilidad de la existencia
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de otro gen patogénico, que podria encontrarse adyacente al gen CTLA4, afectando

el desarrollo del LES, en los pacientes pediatricos.

Un hecho que respalda lo observado en nuestra poblacion, es que nuestros datos
son muy semejantes a los depositados en el HAPMAP (en cuanto al porcentaje en
las frecuencias alélicas, datos no mostrados), al componente europeo

(http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/ISNP/snp ref.cqi).

Se construyeron haplotipos utilizando los SNPs anteriormente descritos. Se encontrd
una diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia del haplotipo CGG entre
controles y casos (49% vs 42.34, respectivamente, P=0.03) (tabla 10). El haplotipo
CAA que porta el alelo de riesgo del SNP CT60G/A no mostro asociacion con el
desarrollo de la enfermedad (p=0.06). Los resultados obtenidos en el presente
estudio confirman las asociaciones descritas en estudios realizados en pacientes
adultos y es de los primeros descritos en poblacién pediatrica, estos datos confirman

el papel del alelo CT60A como un marcador de riesgo genético para LES.

Gen MBL

Otros de los genes que se han descritos involucrados en LES es el gen MBL, que
codifica para una proteina de fase aguda (es miembro de la familia de colectinas), es
el principal componente que activa la cascada del complemento por la via de lectinas
y es un componente esencial del sistema inmune innato, la produccién de MBL por
hepatocitos se aumenta por estimulos inflamatorios; MBL es homologo a C1q y se
une a residuos de manosa que se encuentran en la superficie celular de los
microorganismos (facilitando su opsonizacién y fagocitosis), asi como a
inmunoglobulinas y complejos inmunes, ademas modula la inflamacion y promueve
la eliminacion de células apoptoticas. (Garred y cols., 2005). En varios estudios que
se han realizado, como en la poblacién europea (Garred y cols., 2003) encuentran
que polimorfismos en el exén 1 (SNPs 52, 54 y 57) del gen MBL, estan relacionados

con la deficiente produccién de la proteina, y subsecuentemente con el desarrollo de
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LES. Otros estudios muestran que polimorfismos en los codones 54 y 57 pueden ser
factores de riesgo que confieren susceptibilidad a LES en diferentes poblaciones
(Davies y cols., 1995; Lau y cols., 1996; Sullivan y cols., 1996; Davies y cols., 1997).

A diferencia de lo reportado en varias poblaciones, el analisis del gen MBL no mostro
diferencias significativas en ninguno de los cuatro SNPs evaluados (-550 G/C,
52C/T, 54 G/A y 57 AIG) en nuestra poblacion de pacientes pediatricos, lo cual
sugiere que estos SNPs no estan asociados al desarrollo de LES; sin embargo con
estos resultados, no podemos descartar la participacion del gen MBL como

modificador de la misma.

No podemos descartar que otros polimorfismos localizados en estos genes, se
encuentren asociados con el riesgo al desarrollo de la enfermedad, asi como
tampoco podemos descartar la posibilidad que alguno de estos polimorfismos, se
encuentren asociados con alguna de las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Otra explicacion alternativa, por la que no se observé asociacion de estos SNPs en
nuestro grupo de pacientes pediatricos, es que la influencia de estos SNPs
involucren el fondo genético, sabemos que la poblacién mexicana es el resultado de

varias mezclas.

Gen CFH

Por otra parte, el sistema del complemento consta de proteinas séricas que
participan tanto en opzonizacién, como en lisis de células, en presencia de
anticuerpos; su principal funcién es la eliminacion de microbios, eliminacion de
complejos inmunes y aumenta la respuesta inmune humoral; asi como también

puede reconocer estructuras no propias en ausencia de anticuerpos.

Notablemente, el presente estudio es el primer trabajo donde se analiza la
asociacion del gen CFH con LES. Este gen codifica para el factor H, el principal

inhibidor de la via alterna del complemento y se ha asociado a maculopatia
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degenerativa relacionada con la edad y glomerulonefritis membranoproliferativa tipo
Il (Hageman y cols., 2005). Nuestros resultados muestran una clara asociacion del
alelo 402H con la susceptibilidad para desarrollar LES en la edad pediatrica. El factor
H contiene importantes dominios funcionales que consisten de 20 repetidos
consenso cortos (SCR) y este polimorfismo se encuentra localizado dentro del
dominio SCR 7 el cual se une a la proteina C reactiva y a la heparina, sin embargo,
hasta el momento no se sabe con certeza de que manera afecta la funcion de la
proteina, pero dado que el SNP (Y402H) analizado se localiza en el exén 9 el cual
codifica para un dominio de union a proteina C reactiva (CRP) y a heparina
podriamos inferir que el cambio de una tirosina (Y) por una Histidina (H) modifica de
manera importante los dominios de interaccion con estas proteinas; CRP reconoce
residuos celulares . La activacion del complemento es comun en los pacientes con
LES lo que se traduce en hipocomplementemia y deposito de sus productos en los
tejidos, contribuyendo al dafio tisular. Sin embargo, paradéjicamente la deficiencia de
los componentes tempranos de la via clasica del complemento en el humano,
constituye uno de los factores genéticos que confieren susceptibilidad para
desarrollar LES (Manderson y cols., 2004). Se ha postulado que los componentes de
la via clasica del complemento protegen del desarrollo de la enfermedad mediante la
depuracion de células apoptéticas. En contraste, la activacion de la via alterna del
complemento favorece el dafo tisular. El sistema del complemento se encuentra
fuertemente regulado por factores unidos a membranas celulares y factores
circulantes que actuan a diversos niveles en la cascada del complemento, lo que

previene el dafo tisular.

El hallazgo observado en nuestra poblacion de pacientes pediatricos, podria stigerir
que el LES pediatrico es una enfermedad distinta o un subtipo del LES del adulto, si
asi fuera es probable que en LES pediatrico estén operando un diverso grupo de
genes que se comparten con el adulto, pero que en el LES de edad pediatrica
funcionan en menor o mayor grado de magnitud, dependiendo del grado de la
exposicién a diversos factores ambientales que aun no se conocen. Tal suposicion
se ve respaldada por los hallazgos inmunolégicos y las manifestaciones clinicas

observados en los pacientes pediatricos, en donde se ve que la enfermedad cuando
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comienza en la infancia tiende a ser mas grave desde su inicio y tiene un curso
clinico mas agresivo, por lo que estos pacientes mueren generalmente durante la

fase aguda de la enfermedad.

Los estudios de replicacion en diferentes poblaciones son importantes debido a que
fortalecen la evidencia de la asociacion estudiada. Una ausencia de replicacion entre
los diferentes subgrupos étnicos o entre diferentes escenarios ambientales pude
representar observaciones validas reflejando diferentes fondos genéticos y diferentes

interacciones gen-ambiente.

VIll. CONCLUSIONES

1. Nuestros resultados muestran que algunos de los factores genéticos
involucrados en el desarrollo de LES son diferentes a lo reportado en otras

poblaciones.

2. Dos polimorfismos analizados en el gen CTLA4 y cuatro del gen MBL no
confieren riesgo para padecer LES en nuestra poblacion de pacientes

pediatricos.

3. Sin embargo podemos sugerir que el alelo A del SNP CT60G/A dei gen
CTLA4 y el alelo C del SNP Y402H (T/C) del gen CFH, incrementan el riesgo

a padecer la enfermedad.

4. En este trabajo se aporta el conocimiento de nuevos factores genéticos
involucrados en la etiopatogenia de la enfermedad al identificar por primera

vez la asociacién del gen CFH con la susceptibilidad para desarrollar LES.

5. La identificacion de los factores genéticos involucrados en la etiopatogenia del
LES tiene aplicacion potencial en el diagnostico, prevencion y tratamiento de
la enfermedad.
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Anexo 1

I. EXTRACCION DE DNA. Técnica convencional

1. Las muestras de sangre periférica se colectaron en tubos vacutainer con EDTA

2. Centrifugar a 2,500 rpm durante 20 minutos (separando eritrocitos leucocitos y
plasma)

3. Separar el paquete de células blancas (leucocitos) que se encuentran entre el
plasma y los eritrocitos, con la ayuda de una pipeta Pasteur, “levantandola
completamente”

4. Vaciar a un tubo estéril previamente etiquetado y resuspender en 6 ml de
buffer RCLB, agitando con vortex, (lavado para eliminar eritrocitos que hayan
quedado en la muestra)

5. Centrifugar a 2,500 rpm durante 10 minutos, (Para separar los leucocitos de
otros componentes)

6. Descartar el liquido y resuspender el boton del fondo en 6 ml de buffer RCBL,
agitar el tubo

7. Centrifugar a 2,500 rpm durante 10 minutos

8. Descartar nuevamente el liquido y resuspender el botén en 2 ml. de buffer
WCLB agitando con el vortex (éste buffre rompe las membranas de las
células blancas y de los organelos dejando que se libere el ADN, tapando el
tubo con parafilm)

9. Anadir proteinasa K, e incubar a 42°C en bafio Maria durante toda la noche,
(para que la proteinasa K degrade la proteinas)

10. Agregar 2 ml de fenol (pH>7.6) amortiguado con buffer (tris 1M) a cada tubo
(evitando tocar el tubo con la pipeta para que el reactivo no se contamine).
Tapar con tapones de goma y agitar con vortex durante 20 segundos,
posteriormente agitar suavemente durante 10 minutos.

11. Centrifugar a 2,500 rpm durante 10 minutos (quitar el tapo6n, evitando
desperdiciar ADN)

12. Pasar la fase acuosa (transparente) a un tubo etiquetado y estéril evitando
remover la fase intermedia (proteica) con ayuda de una pipeta Pasteur, “si
esta fase se pone viscosa y blanca ponerla a bafio Maria para que se caliente
y sea mas facil remover”

13. Agregar a cada tubo 1 ml de fenol (pH>7.6) amortiguado con Tris 1My 1 ml
de cloroformo,’tapar el tubo usando un tapén de goma evitando desperdiciar
la muestra”

14. Centrifugar a 2,500 rpm durante 10 minutos
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15. Extraer la fase acuosa procurando no remover la interfase (proteinasa K) y
ponerla en un tubo estéril y etiquetado

16. Agregar 2 ml de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) a cada tubo y agitarse
suavemente durante 10 minutos, “tapando los tubos con tapon de goma”

17. Centrifugar a 2,500 rpm durante 10 minutos

18. Extraer la fase acuosa con una pipeta Pasteur sin remover la fase intermedia
y vaciar en un tubo estéril etiquetado

19. agregar 60 pl de NaCl 1M y 6 ml de etanol, agitar suavemente (se ve la
formacion de hebras de ADN, no agitar demasiado para evitar que el ADN se
enrede o compacte demasiado)

20. Tomar el ADN con una pipeta Pasteur, la cual tendra la punta como gancho,
(previamente etiquetada), una para cada muestra, dejar secar el ADN

21. Lavar la muestra en 1 ml de etanol al 70% (solo metiendo y sacando el
gancho, aproximadamente 5 veces), dejar secar para que el etanol se
evapore, entre mas se evapore “mejor”

22. Colocar la muestra en un tubo epperdorft con 200 ml de TE, desenrredando
la muestra con cuidado

23. Cuantificar la muestra de ADN, para realizar las diluciones correspondientes
a las concentraciones necesarias.
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