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1. RESUMEN

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune compleja, de etiologia
desconocida, multifactorial, con un gran compromiso multisistémico. Esta asociada con el
género femenino especialmente en edad reproductiva y con las caracteristicas étnicas de
cada grupo. Se caracteriza por la produccién de autoanticuerpos dirigidos contra diversos
componentes nucleares y citoplasmaticos que intervienen en procesos inflamatorios los
cuales se asocian con las manifestaciones clinicas que varian dependiendo del érgano o
sistema involucrado, siendo el tejido renal el mas afectado. Una de las complicaciones mas

frecuente es la Nefritis Lapica (NL) Clase 1V (clasificacion histologica).

Son abundantes los trabajos que se han publicado tendientes a esclarecer las posibles
etiologias que expliquen la participacion de factores ambientales, inmunoldgicos y genéticos
en la etiopatogenia de la enfermedad. Por lo anterior y teniendo en cuenta que la interacciéon
gen hospedero es dependiente de la carga génica especialmente en los grupos multiétnicos
como la poblacion colombiana, se realizé este estudio en tres endotipos sufriendo de LES :
LES sin dafio renal en adultos, LES con endotipo de NL Clase IV en adulto y Nefritis IUpica

pediatrica(NLp).

Esta tesis es un estudio observacional, analitico y de corte transversal, de casos y controles
en tres endotipos de LES. Para el calcuLo de la muestra se us6 el OR de la poblacion
Latinoamericana (95% CI. 1.28-3.56) de estudios previos. Se involucraron 520 sujetos
residentes en el Caribe Colombiano no relacionados familiarmente, cuyos padres y sus
familiares hasta la tercera generacion hubieran estado radicados en el litoral caribe

colombiano, su distribucion por proyecto fueron asi:
Proyecto 1: Lupus eritematoso Sistémico; 133 contra 100 controles adultos sanos
Proyecto 2: nefritis lUpica clase 1V (adultos): 49 casos contra 146 controles adultos sanos.

Proyecto 3: nefritis Lupica en escolares: 92 contra 100 controles pediatricos sanos.
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Todos los pacientes involucrados en este proyecto debieron tener un diagndstico clinico de
LES. Estos sujetos que participaron en el estudio provinieron de la consulta externa de los
hospitales universitarios y fueron reclutados en un periodo entre febrero del 2012 y junio del
2013. Los pacientes involucrados en los proyectos | y Il tuvieron un diagnostico

anatomopatologico, realizado por el mismo patélogo en el mismo servicio de patologia.

A todos los sujetos se les tomd muestra de sangre venosa para la obtencion de suero, plasma
y ADN. A partir de este ultimo se realizd tipificacion de SNPs de los sistemas
VDR,PTPN22,TNF y de MHC-Clase Il. Se determinaron los SNPs rs2476601 [A/G] en el gen
de la Proteina Tirosina Fosfatasa no Receptora Tipo 22 (PTPN22); rs361525 [A/G] y rs361525
[A/G] del gen del factor de necrosis tumoral (TNF); los polimorfismos Taql [rs731236 A/G],
Apal [rs7975232 A/C], Bsml [rs1544410 C/T] y Fokl [rs2228570 A/G] presentes en el gen del
receptor de vitamina D (VDR) y los polimorfismos presentes en los loci de HLA-DRB1 y HLA-
DQBL1.

Los polimorfismos de PTPN22, TNF y VDR se genotipificaron mediante PCR en tiempo real
(RT-PCR) utilizando TagMan® de la casa Applied Biosystems, Foster City, CA, USA.en un
equipo de RT-PCR ABI Prism 7300, de Applied Biosystems. La genotipificacion para HLA
DRB1* y DQB1* se realizd6 mediante mediante técnica de Luminex. Se dispuso de kits
LIFECODES HLA-SSO (Gen-Probe para uso con Luminex®) Los niveles de Vitamina D,
leptina y adiponectina se cuantificaron por enzimoinmunoanalisis. A partir de las muestras de
suero de detecto la presencia y concentracién de autoanticuerpos Anti—-dsDNA, Anti-SM, Anti—

SM, Anti-P ribosomal y Anti-RNP mediante microelisa.

El andlisis de la data utilizo el software estadistico SPSS v20 (IBM® SPSS® Statistics 20; IBM
Corp., USA). El andlisis incluyo el estudio de las caracteristicas inmunoldgicas,
sociodemografica, los resultados de la dosificacion de Vitamina D y adipocinas en suero y los
marcadores genéticos obtenidos. Se calcularon las frecuencias alélicas y fenotipicas. Se hizo
chi cuadrado para identificaciébn de asociaciones, se calculé el OR para cada alelo y cada

genotipo y haplotipo, se determiné el equilibrio de Hardy-Weimberg.

La fuerza de asociacion se calculdé usando el programa power and simple size calculation

version 2.1.30. La diferencias se consideran estadisticamente significativas cuando el valor de
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p fue <0.05. Cuando fue necesario corregir la data obtenida en cada genotipo, se utilizo la

correccion de Bonferroni.

Para el componente descriptivo de las variables clinicas se utilizaran estadisticos de
tendencia central y parameétricos. Se utilizo ANOVA cuando se requirio.

La data fue analizada por regresion lineal y regresion logistica y analisis estadistico
multivariado, con el fin de estudiar la relacion entre los resultados de las pruebas seroldgica

de Vitamina D y adiponectinas con los polimorfismos estudiados

La distribucién de las frecuencias alélicas y genotipicas fueron testeadas con el Test de
desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg y comparadas entre los casos y controles usando
el Test de diferenciacidon de muestras de Arlequin v3.5. Las asociaciones de las frecuencias
genotipicas y alélicas con la enfermedad se realizaron mediante la prueba de x2 de Pearson
con razén de verosimilitud. A las comparaciones multiples se les realizd correccién de
Bonferroni. Ademas, se calcularon factores de riesgo (OR) y sus correspondientes intervalos

de confianza del 95% usando modelos de regresion logistica ajustada (edad y sexo).

El andlisis de haplotipo empleé el paquete estadistico “Haplo.stats v1.6.8” (R version 3.0.2;
http://www.r-project.org). Con este paquete se corrieron las funciones Haplo.em (estimacién
de frecuencias haplotipicas), Haplo.score (estimacion de asociaciones de haplotipos con
rasgos categoéricos o cuantitativos), Haplo.cc (Modelos de regresion logistica para la
estimacion de riesgo - OR [95% IC] ajustado por edad y sexo, excluyendo alelos con
frecuencias <1%, y 10.000 simulaciones que refinan el valor de p [Psim]). La significancia

estadistica fue interpretada como p<0.05.

Los resultados que se encontraron en esta tesis son coherentes con los descritos en la
literatura. Los alelos y genotipos del SNP VDR-Bsm1 se mostraron asociados al LES vy al
dafio renal en los tres endotipos estudiados. En el andlisis del gen PTPN22 se encontr6 que el
SNP rs2476601 se asocid con la susceptibilidad a la enfermedad y a los endotipos de nefritis
lUpica tanto en nifios como adultos. Se encontraron otras asociaciones que se presentaron
en los endotipos de nefritis lUpica para los sistema MHC y TNF, sin embargo el escaso
namero de sujetos que expresaron estos polimorfismos, obliga a considerar que estos
resultados, podrian cambiar al aumentar el nUmero de sujetos de estudio.
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Con respecto a los niveles séricos de vitamina D se destaca que no se encontré deficiencia
en ninguno de los 3 endotipos estudiados. En el estudio de los adultos con LES sin dafio
renal, se encontré que tanto los casos y controles mostraron niveles séricos de Vitamina D
normales. Controversialmente los casos presentan niveles significativamente mayores, en

comparacion a los controles.

En este mismo grupo, el SNP- VDR Fokl se asocio con LES a nivel de alelos., el alelo A se
porté como un factor de riesgo para LES [OR: 1.58; 95%IC: 1.05 - 2.36] (p=0.025).

En cuanto a los alelos HLA clase Il, se observé que los alelos HLA DRB1*03 y *15 se
mostraron como factores de riesgo para LES. En cuanto a los haplotipos de HLA clase I, los
haplotipos HLA DRB1*0701 /DQB1*0201 y DRB1*0411 / DQB1*0302 se mostraron como
factores protectores. Solo HLA DRB1*16 se mostr6 como factor de riesgo para la insuficiencia

de vitamina D.

En el endotipo nefritis lapica del adulto, los participantes presentaron suficiencia de este
heterolipido (30 — 100 ng/mL), exhibiéndose concentraciones similares entre los casos y
controles (37.2 ng/mL + 12.2 Vs 36.5 ng/mL = 11.1; p=0.82).

En relacion con la asociacion de los SNPs del PTPN22 con este endotipo se observé una
frecuencia significativamente mayor del genotipo AG en los casos (12.2% [n=6]) a diferencia
de los controles (1% [n=1]), con un OR de 13.4 (95% IC = 1.56-114; p=0.018)

Los datos encontrados en nuestro estudio relacionado con el endotipo nefritis lUpica
pediatrica, muestran que entre los los niveles séricos de Vitamina D presentan niveles

significativamente mayores, en comparacion a los controles.

El SNP rs2476601del locus PTPN22 se encontré asociado con la susceptibilidad a Nefritis
Lapica en los nifios con NLp Clase IV estudiados. Al comparar las frecuencias genotipicas
entre el grupo de casos y controles, se observd que el genotipo AA se encuentra presente
solo entre los casos con una frecuencia del 4.35%. Mientras que el genotipo AG se comporta
como un factor de para nefritis lupica [OR: 5.23; 95%IC: 1.35-20.1; p=0.005). En cuanto a la

distribucion alélica, el alelo A fue el alelo de menor frecuencia en la poblacion en general con
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un 5.73% [2n=22]; en el grupo de casos este alelo presentd una frecuencia del 10.33%
[2n=19], en comparacion a los controles 1.5% [2n=3]). Este alelo se comporta como un factor
de riesgo para padecer nefritis lipica reportando un OR de 8.29 (95% IC= 2.35 — 29.1;
p=0.00). Mientras que el alelo G exhibié un comportamiento protector de la enfermedad, cuyo
OR es de 0.12 (95% IC=0.03 - 0.42; p=0.00

Por otra parte, de todos los polimorfismos evaluados, solo el SNP rs2476601 de PTPN22 fue
el Unico cuyos alelos y genotipos se asociaron con los biomarcadores séricos antes
mencionados. El alelo A se asocié con concentraciones significativamente elevadas de
vitamina D [59.7 =+ 19.5 ng/mL], leptina [9.96 + 9.73 ng/mL] y adiponectina [11.07 + 14.5
ug/mL].

El SNP Fokl o rs2228570, exhibi6é una frecuencia significativamente mayor del genotipo AA en
los casos (18.4% [n=9]) a diferencia de los controles (12.4% [n=12]), con un OR de 3.47 (95%
IC = 1.17-10.2; p=0.024. Al contrario de esto, el genotipo GG demostré6 una frecuencia
superior en los individuos sanos (52.6% [n=51]) en comparacién con los sujetos enfermos
(22.4% [n=11]), siendo un factor protector contra la enfermedad, con un OR de 0.28 (95%
IC=0.09-0.84; p=0.024) (Tabla 4).

En cuanto a los alelos de HLA clase Il, se observé que los alelos HLA DRB1*03 y *15 se

mostraron como factores de riesgo para LES.

Con relaciéon a los niveles séricos de vitamina D, se observé asociacion con los SNPs de los
loci de PTPN22 y VDR.

En la presente tesis se analizaron las concentraciones plasmaticas de los biomarcadores
Leptina, adiponectina y autoanticuerpos nefrofilicos. En el endotipo NLp, el grupo de casos
presentan concentraciones elevadas de leptina y adiponectina (11.9 ng/mL y 15.8 ug/mL;
respectivamente) en comparacion a los controles, mostrando una diferencia estadisticamente

significativa.

Con relacion a los autoanticuerpos, solo el 3.85% de los casos estudiados fueron negativos

para anti-dsDNA y el 5.13% para anti-SM también fueron negativos. Se destaca que el 100%
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de los casos resulto positivos para anti-C1q. Contrario al comportamiento para aquellos, los
anticuerpos anti-P ribosomal y anti-RNP fueron negativos en la mayoria de los sujetos de este

estudio.

Tomando en conjunto los resultados obtenidos en los tres proyectos desarrollados, de tres
endotipos de LES con y sin compromiso renal, pertenecientes a un grupo multiétnico, como lo

es la poblacion , se puede concluir que:

La susceptibilidad a desarrollar LES es dependiente del género en los distintos endotipos
Estudiados. Es el género femenino el que presenta mayor predisposicion en desarrollar LES,
NFIV en el adulto y NLp clase IV. De los diferentes biomarcadores séricos aqui analizados, la
vitamina D demostré una asociacion indirecta con la enfermedad. Como se describio, la
poblacion de estudio presenta una prevalencia relativamente baja de insuficiencia de vitamina
D; mas del 80% de los casos estudiados presentan concentraciones séricas suficientes entre
30 y 100 ng/mL. Sin embargo, el comportamiento de este heterolipido entre los endotipos
evaluados, muestra que el dafio renal a temprana edad, como ocurre en nifios con Nefritis
lGpica, genera un incremento de la vitamina D sérica, con niveles séricos promedio de 57.2
ng/mL. Estos niveles disminuyen en los individuos adultos con Nefritis lupica tipo IV. No se

encontré deficiencia de vitamina D en los sujetos involucrados en este estudio.

En cuanto a la asociacion de las variantes genéticas y sus polimorfismos con relacion a la al
desarrollo del LES en estos tres endotipos, se encontré que: el polimorfismo rs2476601de
PTPN22 demostré una contribucion al desarrollo de dafio renal como ocurre en los casos con
NLp clase IV y NF del adulto case IV observandose el genotipo heterocigoto AG como factor
de riesgo para la enfermedad a diferencia de los individuos con LES que no desarrollan dafo
renal, en los cuales el locus PTPN22 no genera predisposicion a la enfermedad. Con respecto
al gen VDR solo los alelos y genotipos del Bsml se mostraron asociados a la predisposicion

al Desarrollo del LES en los tres endotipos.
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2. INTRODUCCION

Las enfermedades autoinmunes son una condicién cronica iniciada por la pérdida de la
tolerancia inmunolégica a antigenos propios. La naturaleza crénica de algunas enfermedades
es de importante significancia dado que, de manera directa e indirecta, afecta
significativamente los presupuestos de salud publica a nivel mundial asi como la calidad de
vida. La incidencia estimada para las enfermedades autoinmunes es de alrededor de 90 casos
por 100,000 personas por afio y la prevalencia es del 3% en la poblacion en general. El riesgo
de desarrollar una enfermedad autoinmune aumenta con el género, ya que se habla de una

proporcién de 10:1 en relacién mujer/hombre.

Las enfermedades autoinmunes constituyen un grupo de enfermedades crénicas no
comunicables con una carga epidemioldgica en crecimiento. Son enfermedades de etiologia
desconocida que tienen un comportamiento clinico variado expresando diferentes
manifestaciones clinicas (Fenotipos) que pueden agrupar diferentes comportamientos, entre
ellos, la selectividad por 6rganos y sistemas, el compromiso general de la economia corporal y
una mayor morbimortalidad, expresiones fisiopatoldégicas que pueden ser explicadas por la
carga genética, la inmunocompetencia del huésped, la relacibn gen—gen y gen medio
ambiente generando en los pacientes que las padecen los diversos fenotipos y endotipos, son

caracteristicas compartidas entre estas enfermedades.

El Lupus Eritematoso Sistémico, (LES) es una de las enfermedades autoinmune mas
frecuentes y complejas es: poligénica, de etiologia desconocida y multifactorial. El LES tiene
un notorio compromiso multisistémico. Su prevalencia ha aumentado a nivel global durante las
Ultimas décadas y se comporta diferente entre diversos grupos étnicos en diferentes latitudes.
En la actualidad se considera que en su fisiopatogenia, influyen factores genéticos,
endocrinos, metabodlicos y medioambientales, los cuales se relacionan entre si, para

determinar la expresion fisiopatoldgica y clinica de la enfermedad.
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LES se caracteriza por la produccion de autoanticuerpos dirigidos contra diversos
componentes nucleares y citoplasmaticos los cuales intervienen en procesos inflamatorios
persistentes generando alteraciones fisiologicas y metabdlicas que participan en la
fisiopatologia de la enfermedad. Todas ellas varian dependiendo del érgano o sistema
involucrado, siendo el tejido renal el mas afectado. Aunque la etiologia de LES es
desconocida, hoy se acepta que tiene una carga genética muy significativa. La deteccién de
marcadores genéticos y moleculares que pudieran ser aplicados al diagnostico temprano o a
la toma de decisiones, en protocolos terapéuticos, sera de mucha ayuda con el fin de mejorar

el prondstico a largo plazo de esta enfermedad.

En la poblacion pediatrica, el diagnostico generalmente no se hace antes de los 10 afios y la
edad promedio del debut clinico es a los 12 afios de edad. La mayoria de estos nifios tienen
compromiso renal, este fenotipo/ endotipo de nefritis lipica pediatrica (NLp) se asocia con la
multietnicidad. El endotipo mas frecuente es NLp clase IV. En la literatura existen pocos
estudios relacionados con el comportamiento genético de este endotipo en grupos étnicos de

Latinoamérica.

A pesar de los modernos desarrollos farmacolégicos que han mejorado el prondéstico de la
entidad y de sus complicaciones graves, el riesgo a desarrollar estas Ultimas es muy alta y su
presentacion muy frecuente. NLp es una patologia crénica, con grandes repercusiones en la
calidad de vida. La enfermedad genera alteraciones psicosociales y retraso en el crecimiento
del nifio. El LES pediatrico tiene un impacto en salud publica dado no solo por el alto costo de
su tratamiento sino también por el manejo de sus comorbilidades. Son abundantes los

trabajos tendientes a esclarecer la participacion de diversos factores en su etiopatogenia.
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Actualmente son escasos, los estudios de asociacion de variantes genéticas de los sistemas
Receptor de la Vitamina D(VDR), proteina intracelular tirosin fosfatasa (PTPN22) y el Tumor
Necrosis factor (TNF alfa) en NLp clase IV asi como los biomarcadores metabdlicos Leptina,
adiponectina y las concentraciones séricas de Vitamina D3 -Vit D3- con el LES sobre todo en
nuestras poblaciones Latinoamericanas. En la etiopatogenia del LES se distinguen diversos
factores (genéticos y ambientales) que se ven reflejados en la respuesta autoinmune que se
observa en la mayoria de los casos con el LES. El VDR y los niveles séricos de Vit D3 tienen

varios efectos sobre el sistema inmune.

Figura 0-1. Interaccidn entre los factores ambientales y los posibles factores
genéticos estudiados sobre larespuestainmunolégica en LES.

Candidatos marcadores
genéticos:

Inmunocompetencia HLA / PTPN22 / VDR / TNFa Factores
Del Candidatos a marcadores GEN-GEN
Huésped serologicos: GEN-medio

VIT D / ADIPONECTINA / ambiente

LEPTINA

Respuesta celular y humoral

LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO

La Vit D modula la diferenciacién de células dendriticas, modula la polarizacién de los
fenotipos de los LT CD4+ e inhibe la proliferacion de LT y LB asi también como la produccion
de citocinas. Su deficiencia e insuficiencia y también el polimorfismo de VDR se han asociado
con varias enfermedades autoinmunes, entre ellas: LES, esclerosis multiple, enfermedad de
Crohn, artritis reumatoide y T1D. En LES se ha descrito una asociacion entre los niveles de Vit
D y un aumento en la produccién del interferén tipol y del TNF; citocinas importantes en la

patogénesis de LES.
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El descubrimiento de que la mayoria de las células expresan VDR y que las células
inmunocompetentes son capaces de producir la forma activa de Vit D, ha generado un gran
interés en el estudio de sus efectos inmunoldgicos potenciales, incluyendo su participacion en

la patogénesis de las enfermedades autoinmunes.

La Vit D se ha asociado con la actividad y cronicidad en el LES y con algunas de sus
manifestaciones clinicas, sin embargo, estos estudios muestran discrepancias cuando se
analizan los resultados en diferentes grupos étnicos, probablemente debido a otras variables
relacionados con: la carga genética de las poblaciones, la dieta, la etnicidad, la latitud, los

trastornos metabdlicos y las diferentes manifestaciones clinicas de la enfermedad entre otros.

La Vit D se reconoce como un inmunomodulador y es un componente organico esencial para
el metabolismo de los mamiferos. La forma activa de esta hormona: 1,25(0OH)2 Vit D3, resulta
de la hidroxilacion de un atomo de carbén de la molécula precursora y su sintesis se da

primordialmente a nivel renal e incluye las células inmunocompetentes.

El VDR es polimorfico, describiéndose hasta el momento cuatro polimorfismos importantes.
En dos de ellos se ha descrito su asociacién con LES: Bsml y FOX1. Estos estudios se han
realizados principalmente en poblaciones caucésicas. Existen muy pocos estudios de

asociacién del polimorfismo VDR en poblaciones multiétnicas, en especial la colombiana.

Recientemente se ha descrito que las adipocinas, citocinas sintetizadas por el tejido adiposo
ejercen un efecto sobre el sistema inmunologico, dos de ellas tienen un efecto antagonico:
Leptina; citocina proinflamatoria, estimula la produccién de células T in vitro y promueve una
respuesta CD4 Thl+ estimulando la produccion de interferén, 11-12, y TNF alfa. La otra: la
adiponectina, tiene propiedades anti inflamatorias e inhibe la produccion de TNFa e IL-6 y

promueve IL-10.
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A la fecha estéa claro y es evidente que la susceptibilidad al desarrollo de LES esta relacionada
con la carga genética del paciente. Por lo anterior y teniendo en cuenta que la interaccion gen
inmunocompetencia- medio ambiente, es dependiente de esta carga génica, especialmente
en los grupos multiétnicos, como la poblacién colombiana hemos decidido plantear y

desarrollar esta tesis de doctorado.

En este contexto se presenta esta tesis, disefiada como un conjunto de trabajos en pacientes
pediatricos y adultos sufriendo de LES y expresando diferentes endotipos, en particular NL,

complicacion mas frecuente y de mayor morbimortalidad en esta entidad,

Se estudian los siguientes 3 endotipos:
l. LES sin compromiso renal en adultos.
Il LES con Nefritis Lupica clase IV del adulto

1] LES con Nefritis Lupica pediéatrica

Los resultados y el nuevo conocimiento generados de estos estudios, contribuird a una mejor
comprension de la genética y de los mecanismos fisiopatolégicos en esta entidad y permitirad
identificar marcadores genéticos que podran ser utilizados en posteriores estudios de
epidemiologia y genética molecular, en especial en grupos poblacionales latinoamericanos.
Los resultados que se obtengan del analisis de los biomarcadores metabdlicos en los
diferentes endotipos de el LES, arrojaran informacién que, comparada con los obtenidos en
otros estudios llevados a cabo con grupos poblacionales diferentes, aportaran un

conocimiento del papel de ellos como factores de riesgo y morbilidad en esta enfermedad
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Figura 0-2. Mapa conceptual de la Tesis Doctoral
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El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune crénica de
etiologia compleja con diversas manifestaciones clinicas (1, 2) se caracteriza por
la produccion de autoanticuerpos contra diversos componentes nucleares y
citoplasmaticos que median procesos inflamatorios asociados a manifestaciones
clinicas que fluctian en intensidad y severidad dependiendo del 6rgano afectado,
lo que influye en la evolucién y prondstico (3-6).

Epidemiolégicamente, los datos de prevalencia e incidencia del LES reportados
son muy variables dependiendo del lugar de evaluacion, muestra poblacional,
metodologia utilizada y las caracteristicas étnicas de cada grupo, siendo mas
prevalente en hispanos y afrodescendientes que en la poblaciénes de raza blanca.
En las diferentes regiones geograficas, esta enfermedad es similar en su espectro
clinico, pero la severidad y la comorbilidad de la enfermedad es relativamente
diferente entre los paises industrializados y aquellos que se encuentran en vias de
desarrollo. En estos ultimos se encuentra Colombia, pais latinoamericano, en el
cual la mayoria de su poblacion es triétntica: nativa-afrodescendiente caucasoides.
La mayoria de su poblacion reside principalmente en zonas tropicales o
subtropicales y vive bajo pobres condiciones socioecondmicas. Se ha reportado
que estas caracteristicas poblacionales donde se combinan los factores
ambientales, socioecondmicos y la carga genética influyen en las diferencias

bioldgicas y en el desarrollo de el LES (7).

En Latinoamérica no han sido muchos los estudios realizados en el LES
pediatrico, destacandose el estudio GLADEL (Grupo Latinoamericano de Estudio
del Lupus) realizado en 1214 pacientes de nueve paises, entre ellos Colombia.
Este estudio reporta la influencia de la etnicidad en las caracteristicas clinicas del

LES, destacandose la presencia de la afeccion renal (8).
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El LES es mas frecuente en el género femenino, especialmente en la edad
reproductiva (9). Las tasas de incidencia van desde aproximadamente 1-10 por
100.000 personas-afio y la prevalencia oscila entre 20-70 por 100.000 personas-
afo (10-12). Con respecto a la edad, el LES es mas frecuente en adultos que en
nifios y en estos Ultimos se presenta mas en la franja comprendida entre 10 y 16
afios (13).

Una de las principales manifestaciones y/o complicaciones es el dafio tisular en el
tejido renal, constituyéndose la Nefritis Lapica (NL) en un predictor de pobre
prondstico debido a que la mortalidad es mayor en los pacientes que la
desarrollan, esencialmente porque las manifestaciones clinicas no son paralelas a
las histologicas (14). El hecho de que aun existan algunos vacios en el
conocimiento de la etiologia y patogénesis del LES, promueve el uso de nuevas
terapias emergentes de alto costo y eficacia limitada las cuales impactan
negativamente la salud publica, no sélo por el costo de su tratamiento sino
también por el manejo de sus comorbilidades, especialmente por la complicacion
renal que ocurre en algin momento de la enfermedad conllevando al paciente en
muchas ocasiones a la insuficiencia renal, lo que aumenta aun mas los costos de
su tratamiento al requerir hemodidlisis o trasplante; e influye en la morbilidad y
mortalidad de manera directa e indirecta a través de las complicaciones derivadas
del tratamiento inmunosupresor (14). La mayoria de pacientes lUpicos presentan
evidencia histolégica de dafio renal, aunque muchos de ellos no presentan
hallazgos clinicos sugestivos de compromiso renal (nefritis silente), como:
sedimento urinario anormal (hematuria, cilindros celulares), proteinuria persistente
(>0,5 gramos/dia), valores elevados de creatinina sérica, hipocomplementemia y
titulos altos de anticuerpos anti DNA de doble cadena (anti ds-DNA). Por tanto, es
importante el tipo de cambio morfologico del glomérulo basandose en la
clasificacion ISN/RPS establecida por la International Society of Nephrology (ISN)
y la Renal Pathology Society (RPS). Dicha clasificacién abarca desde la Clase |
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(NL mesangial minima) hasta la Clase VI (NL esclerosante avanzada).
Enmarcados en esta clasificacion, se ha determinado que la clase IV o Nefritis
Lapica Difusa (NLD), es la forma mas frecuentemente asociada a las
manifestaciones clinicas (14-19). Ademas, la circunstancia de que la carga génica
en los grupos multiétnicos es diferente y por ende la interaccién gen/huésped,
precisa que se realicen estudios que determinen marcadores genéticos de estas
poblaciones y su impacto en salud humana. Por ello, el propésito especifico de
este trabajo fue hacer un estudio inmunogenético y molecular en pacientes
sufriendo de LES y dafio renal. Con el fin de evitar factores estocasticos y/o
mecanismos fisiopatoldgicos que generaran sesgo en los resultados, se decidio

definir la muestra en sujetos con el endotipo de NL Clase IV.

31






3. MARCO TEORICO

Las enfermedades autoinmunes son una condicién crénica iniciada por una
pérdida de la tolerancia a autoantigenos. La naturaleza crénica de estas
enfermedades tiene un impacto significante en términos de los cuidados médicos,
costos directos e indirectos y calidad de vida. La incidencia estimada para
enfermedades autoinmunes es alrededor de 90 casos por 100.000 personas al
afo y su prevalencia es cerca del 3% de la poblacion. Aunque son de etiologia
desconocida se acepta que en su desarrollo participan factores genéticos y

ambientales (10).

Algunos investigadores ademés de analizar la importancia del factor étnico en el
curso del LES consideran que es dificil separar el factor socioeconémico como un
factor predisponente en la morbilidad de estos pacientes. La poblacion blanca que
vive en los Estados unidos o en el Reino Unido parece tener un mejor prondéstico
que la poblacion asiatica que ha emigrado a estos paises. Estudios recientes
realizados en América Latina en pacientes adultos con LES mostraron que la
poblacién mestiza multiétnica present6 casos mas severos que los pacientes de

origen Europeo puro (11-13).

Aunqgue la etiologia y mecanismo patogénico de este desorden inmunoldgico no
ha sido claramente elucidado se acepta que es una patologia multifactorial,
resultante de la interaccién compleja de factores genéticos y ambientales (20). Se
caracteriza por la produccion de autoanticuerpos y la formacion y depésito de
complejos inmunes. Los autoanticuerpos se han asociado a la patogénesis y, el
depdsito en vasos sanguineos de los complejos inmunes y complemento, a la
instalacion del proceso inflamatorio en diversos 6rganos y sistemas como rifidn,
piel, sistema cardiovascular, sistema nervioso, entre otros (20). Esta diversidad de
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eventos inmunoldgicos es la causa de las diferentes manifestaciones clinicas y

complicaciones en LES especialmente las de tipo renal (4-6, 14, 18-24).

Debido a las diversas manifestaciones y formas clinicas de esta entidad, el
Colegio Americano de Reumatologia ha establecido criterios de clasificacién del
Lupus, que ademas se han validado en pacientes menores de 18 afios (24). Los

11 criterios se pueden observar en la Tabla 3-1:

Tabla 0-1. Criterios del Colegio Americano de Reumatologia para la clasificacién del

Lupus (revisados en 1982 y en 1997)

CRITERIO

DEFINICION

Eritema malar.

Eritema fijo, plano o elevado, sobre las eminencias malares,
respetando los pliegues nasolabiales.

Erupcion
discoide.

Zonas eritematosas elevadas con escamas queratdsicas
adherentes y taponamiento folicular. En las lesiones antiguas
puede producirse cicatrizacién atréfica.

Fotosensibilidad.

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

Ulceras orales.

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

Artritis no erosiva en dos 0 mas articulaciones periféricas, con

Artritis. . g SN -
inflamacion, derrame sinovial o dolor a la palpacion.
Pleuritis: historia clinica convincente, roce auscultado por un
Serositis médico o demostracion de derrame pleural.Pericarditis:

documentada por ECG, roce auscultado por un médico o
demostracion de derrame pericérdico.

Alteracién renal.

Proteinuria persistente superior a 0,5 g/dia 0 > 3+ si no se ha
cuantificado o cilindruria de hematies o hemoglobina, cilindros
granulosos, tubulares o mixtos.

Alteracion
neurolégica.

Convulsiones o psicosis, en ausencia de trastorno metabdlico,
electrolitico o de farmacos que las puedan producir.

Alteracion
hematoldgica.

Anemia hemolitica con reticulocitosis; o, Leucopenia < de
4.000/mm? en 2 ocasiones; o, Linfopenia < de 1.500/mm? en 2
ocasiones; o Trombopenia < de 100.000/mm3 no secundaria a
farmacos.
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Anti DNA positivo; o, Anti Sm positivo; o, Anticuerpos
antifosfolipidos positivos basado en: 1) Anticuerpos

Alteracion anticardiolipinas IgG o IgM (+) a titulos medios o altos; 2)
inmunologica. | Anticoagulante lapico (+) o Serologia falsamente positiva para
Sifilis durante al menos 6 meses y confirmada por la prueba FTA-

ABS.
Anticuerpos Titulo anormal de anticuerpos antinucleares por
antinucleares inmunofluorescencia o por otro test equivalente en ausencia de
positivos. farmacos capaces de producir lupus inducido por los mismos.

Estos criterios de clasificacién fueron desarrollados con propdsitos de tener una
estandarizacion Util para los ensayos clinicos y resultados de investigacion.
Actualmente se constituyen en una guia inicial de evaluacién del paciente, y para
establecer el diagndstico de LES el paciente debe cumplir con cuatro de los
criterios anteriores, no necesariamente simultaneos, pero teniendo en cuenta que
dentro de los cuatro criterios se encuentre el de la presencia de autoanticuerpos
(24).

Sin embargo, los anteriores criterios de clasificacién no son suficientes debido a
que al paciente con LES se le debe realizar una evaluacion sistemética e integral,
con un enfoque particular para distinguir la actividad de la enfermedad, del dafio
cronico, infecciones u otros comorbidos, incluidos los efectos secundarios de los
medicamentos, ya que esto puede alterar el manejo del paciente. Es por ello que
desde la década de los afios 80 se han disefiado diversos indices de actividad de
esta enfermedad, que se basan en una serie de preguntas dirigidas a detectar
posibles manifestaciones del LES en todos los érganos, particularmente las
manifestaciones incluidas en los criterios de clasificacion del Colegio Americano

de Reumatologia.

Dentro de los diversos indices se encuentra el SLEDAI (indice de Actividad de la

enfermedad Lupus Eritematoso Sistémico) que es un indice global que mide la
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actividad de la enfermedad dentro de los ultimos 10 dias e incluye 24 items entre

variable clinicas y de laboratorio como se observa en la tabla 3-2. Con el SLEDAI
la actividad del LES se mide entre 0-105: SLEDAI=0 (sin actividad); SLEDAI=1-5

(actividad

leve);

SLEDAI=6-10 (actividad moderada);

SLEDAI=11-19 (alta

actividad); SLEDAI=>20 (muy alta actividad) (25).

Tabla 0-2. Puntuaciéon de SLEDAI 2000.

PUNTUACION
SLEDAI

ITEM

DEFINICION

8

Agarrotamiento

De inicio reciente, excluyendo causas metabdlicas,
infecciosas o por drogas.

Sicosis

Alteracion de la capacidad de realizar actividades
normales debido a cambios severos en la
percepcion de la realidad. Incluye alucinacion,
incoherencia, marcada pérdida de asociaciones,
empobrecimiento de contenido del pensamiento,
marcado pensamiento ilégico, comportamiento
desorganizado, extrafio o cataténico. Excluye
uremia o causa por drogas.

Sindrome
organico
cerebral

Variacién de la funcién mental con alteracion de la
orientacion, memoria u otra funcion intelectual, con
inicio rapido y de fluctuacién de las caracteristicas
clinicas, incapacidad para mantener la atencion,
con al menos dos de los siguientes: perturbacion
de la percepcion, discurso incoherente, insomnio o
somnolencia durante el dia, o el aumento o
disminucion de actividad psicomotora. Excluye
causas metabdlicas, infecciosas o por drogas.

Alteraciones
visuales

Cambios en la retina del paciente con LES. Incluye
cuerpos citoides, hemorragia retinal, exudados
serosos o hemorragias en la coroide o neuritis

Optica. Excluye hipertension, infeccién o causado
por drogas.

Trastorno del
nervio craneal

Neuropatia motora o sensorial de nueva aparicioén
gue involucre nervios craneales.

Dolor de cabeza
LES

Dolor de cabeza severo, persistente; puede ser
migrafioso, pero no responden a analgésicos
narcoticos.

Accidente

Nueva aparicion de accidente cerebrovascular.
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cerebrovascular

Excluye arteriosclerosis.

Ulceracion, gangrena, nddulos sensibles en dedos
de la mano, infarto periungual, hemorragia

Vasculitis . o . .
disidente, biopsia o prueba de angiografia para
vasculitis.
Artritis > 2 articulaciones con dolor y signos de inflamacién
(por ejemplo: sensibilidad, hinchazén o derrame.
Dolor/debilidad muscular proximal, asociada con
S aumento de la creatinina fosfoquinasa/ aldolasa, o
Miositis ; L
cambios en el EMG o una biopsia mostrando
miositis.
Cilindros . o
oo Cilindros hemo-granulares o eritrocitarios.
urinarios
. >5 glébulos rojos/campo de alto poder. Excluye
Hematuria > . . g
célculos (piedras), infeccion u otras causas.
Proteinuria >0.5¢/24 horas.
Piuria >5 glébulos blancos/campo de alto poder. Excluye
infeccion.
Erupcién Erupcidn cutanea de tipo inflamatorio.
Alopecia Pérdida difusa, anormal o irregular de cabello.
Ulceras .
Ulceraciones orales o0 nasales.
mucosas
Pleuritis Dolor toracico pleuritico con roce o derrame pleural
0 engrosamiento pleural.
Dolor pericardico con al menos uno de los
Pericarditis siguientes: friccion, derrame, confirmacién por

ecocardiograma o electrocardiograma.

Disminucién del
complemento

Disminucién de CH50, C3 o C4 debajo del limite
inferior de la normalidad para las pruebas de
laboratorio.

Incremento en
unién de DNA

Aumento en la unién de ADN por encima del rango
normal para ensayos de laboratorio.

Fiebre

>38°C. Excluye causa infecciosa.

Trombocitopenia

<100x10° plaquetas/L. Excluye causa por drogas.

Leucopenia

<3x10° glébulos blancos/L. Excluye causa por
drogas.
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Como se ha mencionado, una de las complicaciones del lupus mas serias y
frecuentes es la enfermedad renal. Aproximadamente dos tercios de los pacientes
tienen compromiso renal en algin momento de su enfermedad y se constituye la
Nefritis Lupica en un predictor de pobre prondstico debido a que la mortalidad en
pacientes con nefritis es mayor que en aquellos que no la presentan. La
presentacion de la Nefritis Lapica varia desde una proteinuria leve asintomatica
hasta una glomerulonefritis rApidamente progresiva, con insuficiencia renal (14).
Los cambios histologicos también son variables encontrandose en las biopsias
renales desde una nefropatia mesangial minima hasta la esclerosis glomerular
total, pasando por formas de afeccion asociadas al depdsito de complejos
inmunes en los glomérulos como la glomerulonefritis focal, la proliferativa difusa y

la membranosa (15).

Esta variabilidad condujo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) a una
clasificacion basada en los cambios morfolégicos en el glomérulo. La primera
clasificacion de la OMS fue establecida en 1974. Posteriormente fue modificada en
1982 y fue la mas utilizada hasta el 2004, afio en que un grupo de prestigiosos en
el tema incluyendo patélogos, reumatélogos y nefrélogos, y auspiciada por la
International Society of Nephrology (ISN) y la Renal Pathology Society (RPS)
formulé una clasificacion revisada, basada en todo el conocimiento clinico y
epidemioldgico acumulado hasta entonces. Esta clasificacion va desde la clase |
hasta la clase VI como se observa en la tabla #3-3 (16). La Nefritis Lupica Difusa
(NLD) o de clase IV segun la OMS, es la forma mas frecuente y severa de nefritis

lGpica y contribuye a la morbilidad y mortalidad en los pacientes (17).

38



Tabla 0-3. Clasificacion de la NL ISN/RPS.

Nefritis Lupica Mesangial Minima. Glomérulo normal por

Clase | | microscopia convencional (MC), pero depésitos por
inmunofluorescencia (IF).

Nefritis Lupica Proliferativa Mesangial. Hipercelularidad mesangial

pura de cualquier grado o expansion de la matriz mesangial por MC,
Clase Il depdsitos inmunes mesangiales.

Pueden haber unos pocos depdsitos inmunes por IF o microscopia

electronica (ME), pero no por MC.

Clase 11| | Nefritis Lapica Focal. Glomerulonefritis (GN) endo o extracapilar
activa o inactiva focal, segmentaria o global comprometiendo <50%
de todos los glomérulos, tipicamente con depdsitos inmunes
subendoteliales, con o sin alteraciones mesangiales.

Clase 11l | Lesiones activas: NL proliferativa focal.
(A) Clase
I (A/C) : : - L
Lesiones activas y cronicas: NL proliferativa y esclerosante focal.
Clase Il || esjones inactivas crénicas con cicatrizacion glomerular: NL
(©) esclerosante focal.

Clase IV
Nefritis Lapica Difusa. GN endo o extracapilar activa o inactiva
difusa, segmentaria o global comprometiendo = 50% de todos los
glomérulos, tipicamente con depdsitos inmunes subendoteliales
difusos, con o sin alteraciones mesangiales. Se divide en difusa
segmentaria (IV-S) cuando = 50% de los glomérulos tienen lesiones
segmentarias, y difusa global (IV-G) cuando = 50% tienen lesiones

Clase |v- | 9lobales. Se define segmentario como una lesién que compromete <
S (A) 50% del penacho glomerular. Se incluyen en esta clase casos con
Clase |V- | ‘a@sas de alambre” sin o con poca proliferacion.
G (A) | Lesiones activas: NL proliferativa segmentaria difusa.
Clase V- , : : : .
S (A/C) Lesiones activas: NL proliferativa global difusa.
Lesiones activas y cronicas: NL proliferativa y esclerosante
segmentaria difusa.

Clase IV- . .. : . N ]

S (C) Lesiones cronicas inactivas con cicatrizacion glomerular: NL
esclerosante segmentaria difusa.
Lesiones cronicas inactivas con cicatrizacion glomerular: NL

Clase IV- | esclerosante global difusa.

G (C)
Clase V

Nefritis Lapica Membranosa. Depdsitos inmunes subepiteliales
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globales o segmentarios o sus secuelas morfolégicas por MC y por IF
o ME, con o sin alteraciones mesangiales. Puede ocurrir en
combinacion con las Clases Ill o IV y en estos casos se
diagnosticardn ambas clases.

Puede haber cualquier grado de hipercelularidad mesangial.
Pueden haber lesiones crénicas esclerosantes avanzadas.

Clase VI | Nefritis Lupica Esclerosante Avanzada. = 90% de glomérulos
avanzada | globalmente esclerosados sin actividad residual.

Se han realizado numerosos estudios tanto en modelo murino como en el humano
con el fin de dilucidar los mecanismos celulares y moleculares envueltos en la
presentacion y desarrollo del LES y de la NLD, encontrando desde el punto de
vista genético que los estudios de amplitud genomica, de familias y genes
candidatos han conducido a la identificacibn de una serie de genes que
determinan la susceptibilidad a la enfermedad o su severidad como el gen
PTPN22 y CTLA-4 (activacion de Linfocitos T); FCGR-2A, FCGR-2B, FCGR-3A,
FCGR-3B (Receptores Fc; eliminacion de complejos inmunes); STAT-4
(Produccion de citoquinas de células T y respuesta de macrofagos a IFN-a); HLA-
DR2, HLA-DR3 (Presentacién de antigeno), entre otros (26, 27). No obstante,
muchos otros genes no determinados puedan contribuir a la patogénesis, la
naturaleza de los identificados sugieren que los pacientes con LES tienen un

sistema inmune predispuesto a una respuesta aberrante (4).

3.1 GENETICA DE LAS ENFERMEDADES AUTOINMUNES.

Como se habia comentado anteriormente, el fondo genético de las EAI se
evidencia por la agregacion familiar, la cual se puede cuantificar mediante el
coeficiente As, que se define como el coeficiente de dividir la prevalencia de la
enfermedad en hermanos de individuos afectados entre la prevalencia de la
poblacion general. El coeficiente As en el LES es de 20-29 (28) y en artritis

reumatoide(AR) varia entre 3-15. La comparacion entre las altas tasas de
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concordancia de los familiares con la de la poblacion general, evidencia que la
predisposicion genética es un factor dominante en el desarrollo de las EAI. Por
otro lado, una menor tasa de concordancia en familiares que en gemelos MC,
sugiere la presencia de multiples genes en la predisposicion genética para estas
enfermedades. Por lo tanto, estudios de genes candidatos no-HLA, son un gran
aporte al esclarecimiento de la etiologia de dichas enfermedades, ya que su

asociacion con EAI esta comprobada.

Hay principalmente dos clases de estudios para identificar estos genes no-CMH,
involucrados en enfermedades complejas, los estudios de ligamiento y los

estudios de asociacion de genes candidatos.

3.1.1 Estudios de ligamiento.

Los estudios de ligamiento se usan para identificar regiones cromosémicas dentro
del genoma que contengan genes de predisposicion a la enfermedad. Este
analisis de ligamiento genético esta basado en la transmisién de dos o0 mas genes
unidos sobre un cromosoma a la misma célula hija (cuando locus genéticos son
heredados conjuntamente) con un rasgo fenotipico dentro de familias (29). El
modelo para estos estudios son parejas de hermanos enfermos (affected sibling
pairs, ASP). Se espera que los familiares afectados muestren un exceso de
haplotipos idénticos en las regiones donde se ubican los genes causantes de la
enfermedad. Por consiguiente, se cree que las regiones cromosémicas que se
comparten con alta frecuencia se encuentran genes de susceptibilidad (29).
También tienen la capacidad de localizar genes de susceptibilidad sin tener un

previo conocimiento de la etiologia de la enfermedad.

Durante meiosis, cuando los cromosomas homoélogos se aparean, se rompen en
los puntos idénticos a lo largo de su longitud, dando lugar a un intercambio de los

segmentos idénticos del cromosoma entre dos cromosomas homologos. El
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principio del andlisis de ligamiento se basa en el hecho de que si un marcador (B)
esta cerca de un gen de susceptibilidad, segregaran juntos durante la
recombinacién, mientras que si un marcador (A) estad lejos del gen, no se
cosegregara con él. Cuanto mas cercano el marcador se encuentre del gen
relacionado con la enfermedad, mas fuerte sera el ligamiento con la enfermedad

(alelo salvaje o silvestre).

El primer paso para detectar ligamiento entre una region cromosémica y un
fenotipo endotipo, es generar un mapa cromosomico utilizando marcadores
genéticos en las familias estudiadas. Para que el andlisis sea robusto y con alto
poder estadistico hay que usar una serie de marcadores altamente informativos
separados uniformemente a lo largo de los 46 cromosomas, usualmente cada 20
centimorgans (cM), en todos los sujetos de las familias a estudiar. Se considera
que un marcador es altamente informativo cuando es muy polimérfico y es poco
probable encontrar individuos con los dos alelos iguales (homocigotos). Si los dos
alelos son distintos (heterocigotos) en la mayoria de sujetos de una familia, se
puede seguir con facilidad la herencia de cada uno de ellos a lo largo de
generaciones sucesivas. Por lo tanto, podemos determinar cuantos alelos
idénticos comparten 2 individuos, las posibilidades pueden ser 0,1 o 2. Los
marcadores genéticos mas utilizados en la busqueda de ligamiento son

polimorfismos de nucleétido simple (SNP) y microsatélites.

El concepto estadistico de ligamiento entre un fenotipo y un marcador genético se
puede definir de la siguiente manera: si el fenotipo ocurre en individuos que
comparten mas alelos, es decir, que genéticamente son similares para un
marcador determinado (SNP), se dice que el locus que contiene este marcador
esta ligado al fenotipo. Esto implica que en la proximidad del marcador existe un
gen que influye en el fenotipo. El ligamiento se produce entre el marcador y el gen,

aunque se acepta que el fenotipo sea el que esta “ligado” al marcador (30). Una
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limitacién de estos estudios en enfermedades complejas es su limitado poder para
detectar genes con un efecto modesto o pequefio, de manera que se necesitan un

gran numero de familias.

3.1.2 Estudios de asociacion.

Estos estudios buscan detectar una asociacion entre uno o mas polimorfismos
genéticos y un rasgo caracteristico. Los estudios de asociacion difieren de los de
ligamento en que el mismo alelo (o alelos) est4 asociado con ese rasgo de manera
similar en toda la poblacién, mientras que los estudios de ligamiento permiten que
diferentes alelos estén asociados con ese rasgo en familias diferentes. Estos
estudios de asociacion pueden hacerse entre pacientes no relacionados (casos) y
controles sanos para identificar marcadores que difieran significativamente entre
los dos grupos o bien en grupos familiares formados normalmente por un individuo
enfermo y sus progenitores (31). Este tipo de estudios normalmente tienen mayor
poder para detectar asociaciones pequefias o débiles que los de ligamiento.
Numerosos estudios genéticos de asociacion de genes candidatos se han llevado
a cabo hasta la fecha en enfermedades autoinmunes, los cuales han producido
resultados alentadores. La mayoria de las asociaciones publicadas no han sido
replicadas en poblaciones diferentes a las asociadas inicialmente. Estas
discrepancias podrian deberse, al menos en parte, a la heterogeneidad genética o
a insuficiente poder estadistico de los estudios caso-control realizados hasta la

fecha, para detectar odds ratios (OR) modestos.

3.1.3 Estudios de asociacion del genoma completo.

En los ultimos afios gracias a los nuevos avances, ha sido posible el desarrollo de
los estudios de asociacion del genoma completo (32), (Genome-wide association
studies, GWAS). Estos avances han consistido principalmente en un mayor

conocimiento de los patrones de variacion génica humana con el proyecto
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internacional HapMap (www.hapmap.org), (33) la disponibilidad de nuevas

técnicas de genotipado, con densa cobertura del genoma y costos mas baratos, y
por ultimo la recoleccion de cohortes de pacientes y controles mas amplios y mejor

caracterizados. Hasta la fecha se han realizado numerosos GWAS en EAI

3.1.4 Polimorfismos de nucleétido solo (SNPs).

SNPs son mutaciones de un solo nucleodtido y dan lugar a cambios de un
aminoécido- aa- en la proteina. La frecuencia del alelo menor debe ser mayor al
1% en la poblacion. Los SNPs son comunes en el genoma. Cerca de 12 millones
de SNPs estan disponibles en las bases de datos. Una de la base de datos de
polimorfismos de un solo nucleétido (dbSNP) méas conocidas es la del Centro
Nacional para Informacién de Biotecnologia. Los SNPs ofrecen la posibilidad de
realizar un mapeo fino del genoma debido a la cercana posicion de uno respecto a

otro y su baja tasa de mutacion (33).

3.1.5 Seleccion de genes candidatos.

La eleccion de genes candidatos se puede hacer basandose en dos estrategias; la

posicion y la funcion.

La posicion: basada en genes que con anterioridad hayan sido encontrados en
regiones de susceptibilidad a la enfermedad mediante estudios de ligamiento, o
bien genes que se encuentren en regiones genéticas humanas homologas

asociadas a susceptibilidad en modelos animales.

La funcion: la cual consiste en seleccionar genes que puedan tener una

implicacién en los mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad, asi como genes

implicados en enfermedades inflamatorias o0 autoinmunes relacionadas. También
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se deben tener en cuenta genes que involucrados en las vias fisiopatologias de la

enfermedad (inflamacion, vias activacion de células T y B entre otras

3.2 GENETICA DEL LES.

Algunas variantes individuales de riesgo genético, asociados con LES presentan
una modesta magnitud de riesgo con odds ratio (OR) comprendido entre 1.1 y
2.36. Sin embargo, el riesgo genético para LES implica multiples genes y por tanto
es mayor que en muchas otras enfermedades autoinmunes, como la artritis
reumatoide, la diabetes tipo 1, enfermedad de Graves, esclerosis mdultiple, y
psoriasis (34, 35).

La primera asociacion genética que se describe para LES fue con la region HLA
en el cromosoma 6p21.3, que codifica mas de 200 genes, muchos de ellos con
funcion inmunolégica conocida. La region HLA se subdivide en clase | y clase |,
gue contienen genes que codifican glicoproteinas implicadas en los procesos de
presentacion de péptidos para el reconocimiento por las células T; y la region de
clase Ill, que contiene otros genes inmunes importantes (tales como TNF, C2,
C4A, C4By CFB) (36). (Figura 3-1)

Durante los ultimos afios, los avances tecnoldgicos y la colaboracién entre los
investigadores han permitido evidenciar diversidad de genes implicados con el
desarrollo del LES. Las asociaciones genéticas identificadas en estos estudios
ponen de relieve los principales genes de susceptibilidad al LES comunes a varias
poblaciones étnicas. Los resultados de estos estudios no sélo confirmaron la
importancia de varias organizaciones de genes HLA, sino que también identifico
una serie de nuevos genes, algunos de los cuales codifican proteinas que

funcionan en diversos aspectos del sistema inmune, mientras que de otros no se
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ha conocido relacion a la patogénesis de el LES (35). Dentro de los cuales se
destacan:

e |IRF5 (Interferon (IFN) regulatory factor 5)

e STAT4 (Signal transducer and activator of transcription 4 protein)

e PTPN22 (Tyrosine-protein phosphatase non- receptor type 22)

e FcyR genes (FCGR2A, FCGR3A, FCGR3B, and FCGR2B encode FcyRs
(low-affinity Fcy receptors for 1gG))

e Clggenes C1QA, C1QB and C1QC

e The IRAK1-MECP2 (IL-1 receptor-associated kinase 1)

e TREX1 (3' repair exonuclease 1, a major 3'-5' DNA exonuclease)

e TNFSF4 (TNF ligand superfamily member 4 (también conocida como
OX40L)

e |L10

e TNFAIP3y TNIP1 (TNF-a-induced-protein 3 (encoded by TNFAIP3) its

e interacting protein, TNFAIP3-interacting protein 1)

e BLK,BANK1yLYN (BLK encodes tyrosine-protein kinase BIk)

e ETS1 y PRDM1 (Miembro de la super familia de factores de trascripcion
con regulacion negativa de diferenciacion de células B y células 17 T
helper)

De igual forma en la tabla # 3-4 se destacan los genes anteriormente
mencionados y otros no presentes en esta lista, demostrando asi la diversidad de
genes implicados en el desarrollo de LES. Se destaca que los genes HLA, TNF

alfay PTPN22 son importantes en los estudios de asociacion en LES.
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Figura 0-1. Complejo Mayor de Histocompatibilidad - brazo corto del cromosoma 6.
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Localizacion y organizacion de los genes que codifican para los antigenos HLA clase | y |l
y el gen de TNFa. Ubicado en el MHC clase lll, en el brazo corto del cromosoma 6
humano. Los cuadrados representan exones. Los polimorfismos del TNFa descritos estan
incluidos en el mapa genético: los microsatélites (CT)n TNFpB, ¢, d y e, el microsatélite
(CA)n TNFa, el microsatélite Tau-a (11 6 14 GTs), la insercion de una C en la posicion
+70, las transiciones G/A en las posiciones +489, -163, -238, -244, -274, -308 y -376, C/T
en las posiciones -850 y -863, T/C en la posicion -1031 y las transversiones G/C y C/A en
las posiciones -419 y -863, respectivamente.

El Lupus Eritematoso Sistémico estd asociado con mas de 100 diferentes
autoanticuerpos que ocasionan afeccion del sistema renal y piel. La respuesta
inflamatoria conlleva a depdsitos de inmunocomplejos responsables de

manifestaciones clinicas como vasculitis y nefritis (37, 38).
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Tabla 0-4. Genes implicados en el desarrollo de Lupus Eritematoso Sistémico
categorizados por nivel de evidencia (39).

Giene ORs™ Povalues
Orvervwheaelming evidence
The ALHC 2. 856 1.7 > 10—
201 271 > 10 ="
FTGaAaAng 162 161 > 10— ==
1.33 3 10"
=_FEs 1.54 3.61 =< 10 12
1. 72 1.65 =< 10 "
BL K 1.39 1 =< 10— 12
122 T o 10—
ST.A T 1.53 B.96 = 10— 14
1.50 2.8 » 10—
Strong ewvidence
PTPMNZ22 1.53 5.2 = 10 %
1.49 =1 = 10
FOoGR24 1.35 678 =107
1.30 O.0016
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TNFSFa over: 1.63 :;;I‘.-"LJ} owver: 1.91 = 10 %
and 1.28
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FOGR38 copies 2. 21° 2.7 = 108
nMEC P2 1.39 1.2 2« 10 =
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MAANLA T Z 1.18 1 = 10 1%
ATGS 1.19 1.36 =< 107
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Ay 1 .32 1940 >« 10"
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Los anticuerpos antinucleares, son los mas caracteristicos autoanticuerpos en
Lupus, contra componentes del nucleo, los anticuerpos anti- doble cadena de DNA

0 anti-Sm estan presentes en mas del 90% de los pacientes con Lupus (18).

Los autoantigenos ribosomal P, consisten en tres proteinas, componentes de la
subunidad ribosomal 60S, designados como PO, P1 y P2. El analisis de un gran
namero de pacientes con LES ha demostrado la fuerte asociacion con la actividad
clinica del LES a nivel renal, higado y compromiso cerebral. Se ha reportado que
los anticuerpos anti-P ribosomal inducen a la produccion de citocinas pro-

inflamatorias por parte de monocitos de sangre periférica (40).
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La pérdida de tolerancia contra multiples antigenos, principalmente de origen
nuclear conlleva a la generacion de células B y T autorreactivas. En los pacientes
con LES se ha demostrado que existe un defecto en la tolerancia en las vias de
control de células B nativas, lo que conduce a la acumulacion de un elevado
namero de las células B autorreactivas que producen anticuerpos poli- reactivos

contra antigenos propios y antigenos extrafios (19).

3.3 OTROS SISTEMAS GENETICOS INVOLUCRADOS EN EL LUPUS.
3.3.1 Polimorfismo genético del receptor de la vitamina D (VDR).

Las variaciones en la secuencia del ADN que se observan en mas del 1% de la
poblacién se denominan polimorfismos y entre ellos los que se producen por un
cambio en una Unica base se denominan polimorfismo de un Unico nucleétido
(SNP). Parece que la inmensa mayoria de las variaciones genéticas que
contribuyen a las enfermedades genéticamente complejas probablemente estén
representadas por dichos SNP. Dado que existen unos 4.200 millones de pb en el
DNA genomico humano y que hay un SNP por cada 1000 pb, se calcula que
existen al menos un 4 millones de SNP, que ademas contribuyen a todas las
caracteristicas diferenciales individuales (estatura, peso, color de ojos, tipo de
piel). Los SNP pueden localizarse en las regiones codificadoras y modificar la
estructura de la proteina al cambiar un aminoécido. Estos polimorfismos pueden
estar también en regiones promotoras alterando la expresion de las proteinas. En
algunos casos, los SNP pueden ser silentes al no variar el aminoacido codificado,
pero incluso en esos casos podrian producir variaciones del producto proteico por

mecanismos aun no del todo conocidos (41).

Para que un SNP contribuya a una enfermedad, debe de cumplir una serie de

requisitos:

e Producir una alteracion en la funcién o en la expresion del producto génico;
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e EXxistir un estudio de ligamiento con una potencia adecuada que establezca
la asociacion con la enfermedad,;
e El mecanismo debe de ser plausible desde el punto de vista bioldgico, a ser

posible mediante una demostracion en modelos experimentales animales.

El polimorfismo SNP del gen VDR ha mostrado una marcada variacion alélica en
estudios de poblacion. Los SNP mas estudiados se encuentran en la region 3"del

gen VDR a nivel del intrén ubicado entre los exones 8 y 9 (42).

En humanos, el gen del VDR se localiza en el brazo largo del cromosoma 12 y
comprende una region de aproximadamente 100 kb de ADN aunque solo 4,6 kb
son los que codifican para proteina. La proteina VDR es una fosfoproteina de 427
aminoéacidos y 48 kDa en la que se reconocen 2 dominios fundamentales, uno de
union al ADN (DBD) y otro de unién al ligando (calcitriol) (LBD) (43).

3.3.1.1 Vitamina D.

Es una vitamina liposoluble que se puede encontrar en dos formas: Ergocalciferol
o vitamina D2 en vegetales y Colecalciferol o vitamina D3 en animales.
Actualmente es considerada como pro-hormona porque tiene muchas funciones.
Al convertirse en su forma activa o 1, 25- dihidroxivitamina D3, adquiere efecto

autocrino, endocrino y paracrino.
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Figura 0-2. Sintesis y metabolismo de la Vitamina D.
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La vitamina D3 o colecalciferol se obtiene principalmente de dos fuentes basicas
gue son: la dieta (10%) y la produccion endoégena por conversion fotoquimica a
partir de 7- dehidroxicolesterol en la epidermis (90%). Esta sintesis enddgena se
induce por la exposicion de la piel a los rayos ultravioleta B (UVB) de la luz solar
(290- 315 nm) que generan conversion fotolitica del 7- dehidrocolesterol a pre
vitamina D3, seguido por isomerizacion térmica no enzimatica a vitamina D3. Para
ejercer sus efectos fisioldgicos, la vitamina D debe convertirse a su forma activa.
Para ello inicialmente es transportada por la proteina de union a vitamina D (DBP),

una proteina fijadora especifica para vitamina D y sus metabolitos (44-46).

La primera hidroxilacibn en el carbono 25 de la vitamina D ocurre en los
hepatocitos, catalizado por varias enzimas con funcion de citocromo P450, como
son CYP2R1, CYP2D11, CYP2D25, CYP27A1, CYP3A4 y CYP2J3, estas enzimas

actuan como 25-hidroxilasas, especialmente la CYP2R1 (47, 48). De esta manera,
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se convierte en 25- hidroxivitamina D3, la cual es transportada por la proteina de
union de la Vitamina D (DBP) hasta el rifion en donde sufre la segunda
hidroxilacion en el carbono 1 del anillo A por parte de la 1-a- hidroxilasa
mitocondrial, localizada en los tdbulos contorneados proximal y distal de la
nefrona, convirtiéndola en 1, a-25-dihidroxivitamina D3, forma biol6gicamente
activa. La 1-a- hidroxilasa también puede ser sintetizada de manera extra-renal en
placenta, monocitos, macrofagos, prostata, mama, colon, corazon, pulmon,

cerebro, queratinocitos, células B pancreaticas y células paratiroideas (47-49).

La DBP es un componente grupo especifico (Ge-Globulina), con un peso de 51-58
kDa y funciones multiples. Se comporta como glicoproteina sérica y es sintetizada
por los hepatocitos y secretada a la circulacién en una forma monomérica de 458
residuos y tres dominios estructurales. Un estudio realizado en Irlanda utilizando
pacientes con AlJ oligoarticular y poliarticular por el método de MALDI-TOF pudo

determinar la presencia de varias isoformas para esta Proteina (47).

La regulacion del metabolismo de la Vitamina D3 se lleva a cabo por un proceso
de retroalimentacion positiva y negativa que resultan en cambios de las enzimas
hidroxilasas, con el fin de aumentar o disminuir los niveles de 1, 25-
dihidroxivitamina D3, segun el estado fisiolégico. Los niveles bajos de calcio
inducen un aumento en la actividad de la 1-a- hidroxilasa, ya que este es
detectado por el receptor sensible al calcio (CaSR) de las células paratiroides,
aumentando la secrecion de la paratohormona (PTH) e induciendo la transcripcion
de la 1-a- hidroxilasa en las células tubulares proximales del rifion. Al estimularse
la actividad de dicha enzima, se favorece la produccién de 1, 25- dihidroxivitamina
D3 la que interactuara con su receptor VDR, generando dos efectos principales:
promover la absorcion intestinal y la liberacion en la matriz mineral 6sea de Calcio
y Fosfato. Al corregirse el déficit en la concentracion sérica de calcio, se genera

regulacion a la baja del eje 1, 25- dihidroxivitamina D3 —PTH, lo cual es controlado
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por el factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF-23), liberado en el hueso. De tal
manera que la densidad mineral 6sea juega un papel preponderante en la

regulacion del metabolismo de la vitamina D3 (46).

La vitamina D tiene accién directa en la inmunidad innata y adaptativa,
especificamente sobre los macréfagos, células dendriticas y linfocitos T y B. Los
Macroéfagos sintetizan la enzima 1-a- hidroxilasa cuando son estimulados con INF-
y, favoreciendo la expresion del VDR en dichas células. La 1, 25-Dihidroxivitamina
D3 inhibe la maduracién de las células dendriticas derivadas de los monocitos y
suprime su capacidad para presentar antigenos, promoviendo un fenotipo
tolerogénico (47). La 1, 25 —dihidroxivitamina D3 suprime la proliferacion,
diferenciacion y produccién de Inmunoglobulinas en los Linfocitos B. En los
Linfocitos T, modula su proliferacién y produccién de citosinas. Inhibe la expresion
de citosinas Thl (IL-2, INF- y, TNF), e induce la expresién de citosinas Th2 (IL-4,
IL-5, IL-10 (48, 50) y Macroéfagos (51).

La vitamina D se asocia a muchas enfermedades como la Artritis Reumatoide (52)
el Asma (53-57), la diabetes (58), la esclerosis multiple (59), la psoriasis vulgarica
(60) incluso, la vitamina D puede emplearse como suplemento para la activacion
de células de la inmunidad innata en recién nacidos. También puede ser usada
como inmunomoduladora en pediatria (61). Estudios experimentales en animales
refieren que la Vitamina D puede regular la respuesta inflamatoria en la injuria

coldnica (62).

Un reciente estudio realizado en la India determind que niveles insuficientes o
deficientes de Vitamina D estan asociados al Lupus Eritematoso Sistémico (LES),

asi como a otras enfermedades inflamatorias cronicas (63).

Los valores de referencia actuales para clasificar los niveles Vitamina D son
(ELISA Kit Millipore):
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¢ Nivel deficiente, <10 ng/ml
¢ Nivel insuficiente, entre 10 a 29 ng/ml
¢ Nivel suficiente, de 30 a 100 ng/mly

¢ Nivel de intoxicacion potencial, >100 ng/ml.

3.3.1.2 Gen VDR.

Este gen esta localizado en el cromosoma 12 ql13- 14 vy fue secuenciado por
Miyamoto K. y col. En 1997. Carece de caja TATA, tiene zonas ricas en GC, lo
gue le confiere una variedad de sitios de unién a distintos factores de transcripcién
(64). Actualmente se ha obtenido una estructura tridimensional en la que se puede
apreciar los diferentes sitios de unién, tanto al ADN como al ligando (41). El gen
VDR estéa formado por 11 exones y sus intrones asociados (figura 3-3). En la zona
5’ no codificante se encuentran los exones 1A, 1B, 1C y como consecuencia del
proceso de transcripcion alternativo de estos exones, se pueden formar tres tipos
de mRNA. Los exones del 2 al 9 codifican la estructura de la proteina producto de
este gen o VDR propiamente dicho. El exén 2 codifica un primer dedo de zinc de
la proteina, formado por 21 aminoacidos aa Yy el exdn 3 codifica el segundo dedo
de zinc formado por 16 aa. Estos exones y sus intrones parecen estar bastante
conservados en los genes de la familia de receptores nucleares. Lo Unico que
diferencia al gen del VDR humano del resto de los receptores nucleares, es la
presencia de un exén 5 adicional que codifica los Aa desde 155 hasta 194 (hélices
H1y H3) (64).
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Figura 0-3. Gen VDR

3.3.1.3 Dominios estructurales del VDR.

El VDR es un reconocido miembro de la superfamilia de receptores nucleares que
regulan la expresion de genes de forma dependiente del ligando. Atendiendo a sus
caracteristicas de dimerizacion y propiedades de uniéon al ADN, el VDR esta
clasificado en la clase Il o receptores de las hormonas, de la cual hace parte el
receptor de la hormona tiroidea (TR), acido retinoico (RAR), acido 9-cis retinoico
(RXR) vy troglitazona (PPARSs). La proteina VDR estd formada por distintos
dominios con respecto a su accion: el dominio de union al ADN, el de union a la
hormona, el relacionado con la dimerizacién y el relacionado con la transactivacion
(64, 65).

La funcidon del VDR como mediador de las acciones biolégicas de la 1,25-
dihidroxivitamina D3 se puede explicar de la siguiente manera: La 1,25-
dihidroxivitamina D3 atraviesa la célula hasta el nucleo y alli se une con el VDR.
Esta unién produce un drastico cambio conformacional en el VDR, posiblemente
producido por la fosforilacion de residuos de serina. Una vez que se ha formado el
complejo 1,25-dihidroxivitamina D-VDR activo (VDR*), este ultimo se une
fuertemente al RXR, constituyendo asi el heterodimero que probablemente llevara

a cabo la funcion biolégica de la 1,25-dihidroxivitamina D3. EI RXR no se
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encuentra unido a su ligando, ya que cuando esto ocurre se desplaza el

heterodimero y se forma un homodimero RXR-RXR.

Figura 0-4. Dominios estructurales del VDR.

Begofia Maestro Gutiérrez. Modulacion transcripcional del gen del receptor de insulina por la 1,25-
dihidroxivitamina D3. Universidad complutense de Madrid. 2003, 1: 2 -12.(Modificada)
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El heterodimero (VDR*-RXR) se une a secuencias especificas de ADN que se
denominan elementos de respuesta a 1,25-dihidroxivitamina D3 (VDRES), situadas
en el promotor de genes respondedores a esta hormona. En un paso posterior
pueden unirse proteinas co activadoras de receptores esteroides, SRC y factores
transcripcionales 1B, entre otros, aumentando la actividad transcripcional del VDR
1,25-dihidroxivitamina D3 dependiente (44, 64).

3.3.1.4 Polimorfismos en el gen VDR.

Hasta la fecha existen mas de 14 polimorfismos diferentes en el gen humano del
VDR que pueden actuar modulando la respuesta a la vitamina D en los diferentes
organos diana. De todos los polimorfismos descritos, los mas estudiados son 4

SNP (polimorfismo de cambio de nucle6tido Unico) que se hombran con la enzima
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de restriccion que permitié su identificacion, se denominan Fok | F>f (rs2228570),
Bsml B>b (rs1544410, Apal A>a (rs7975232) y Taql T>t (rs731236). Los
polimorfismos Apal, Bsml, Taqgl estan localizados cerca del extremo 3’ terminal del
gen VDR; el polimorfismo Fokl esta localizado en el exén 2, Bsml y Apal estan

localizados en el intron 8 y Taql es un SNP silencioso en el exén 9 (65, 66).

Bsml esta esté situado en el intron 8 y en él se da una sustitucién de guanina por
adenina (A- G); Los polimorfismos Apal y Taq | se encuentran en la region 3 'del
gen. El polimorfismo Apal se define por la sustitucion de guanina por timina (T -G)
en el intrén 8, mientras que el polimorfismo de Tagl, esta en el exén 9. En él se da
el cambio de citosina por timina (C-T). Lo anterior resulta en el cambio de
coddn (ATC por ATT), pero manteniendo el mismo aminoécido isoleucina (65, 67).
La relevancia funcional de estos polimorfismos se asocia con aumento de la
estabilidad del ARN mensajero. El polimorfismo Fokl resulta del cambio de una
citosina por timina (T-C) la sustitucion se da en la unién de intrén 1 con el exén 2,
conllevando a la creacion de un codon de inicio adicional (ACG — ATG) y tres
codones proximales al sitio de inicio de la transcripcion. Este polimorfismo puede
ser considerado como un marcador genético independiente, ya que no parece ser

el desequilibrio de ligamiento (68, 69).

Dichos polimorfismos se asocian a muchas otras enfermedades diferentes entre
ellas la diabetes (42), Asma (43), enfermedades cardiovasculares (70), cancer de
prostata, melanomas (71), cancer ovarico (72), otras enfermedades autoinmunes

(73), cancer de cerebro (74) y otras enfermedades metabdlicas (75).

En un estudio realizado en Johannesburgo Sur Africa con poblaciéon negra y
blanca determind que las concentraciones de citocromos CYP24Al eran
significativamente mayor en la poblacion negra, coherentemente con la expresion
del polimorfismo Fokl del VDR vy la vitamina D3 (76, 77).
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Figura 0-5. Polimorfismos del VDR.
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3.3.2 La deficiencia de vitamina D en pacientes con LES.

En 1979 se dio el primer informe que sugirié una asociacion entre la deficiencia de
vitamina D y LES. Fue un estudio de 12 adolescentes con lupus dependientes de
glucocorticoides, que mostraron bajos niveles de 1,25 (OH) 2D en siete de ellos
(78). En 1995, un estudio realizado en Dinamarca involucro 21 pacientes con
LES, 29 con AR, 12 con osteoartritis (OA), y 72 sujetos sanos. Este estudio mostro
niveles significativamente mas bajos de 25 (OH) Vit D3 en los pacientes con LES
cuando se compararon con los pacientes con artrosis y los controles sanos (79).
En el 2001, otro estudio evalué 57 pacientes con LES y encontrd deficiencia de
vitamina D en 25 pacientes (43.9 %); en nueve de estos pacientes, los niveles de
25 (OH ) D3 estaban por debajo de 5 ng / ml . En este estudio también se mostré
asociacion de niveles bajos de 25 (OH) D3 con mayores niveles de actividad de la
enfermedad —SLEDAI (80). En el 2006, en el estado de Carolina del Sur, EE.UU,
123 pacientes con LES y 240 controles sanos fueron evaluados para determinar

los niveles de 25 (OH) Vit D3. Después de ajustar los resultados por etnia,
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género, tabaquismo, y la estacion, los pacientes caucasoides de origen Europeo,
tenian niveles significativamente més bajos que los controles (21,6 + 12,9 frente a
27,4 £ 15,7 ng / ml, 0,04 p0.004) En los pacientes afrodescendientes, esta
diferencia no fue estadisticamente significativa. En general, el 67 % de los
pacientes tenian deficiencia de vitamina D, y la concentracion media de 25 (OH)
Vit D3 fue significativamente menor en los pacientes de origen africano, en
comparacion con los caucasoides (15,9 £ 9,4 frente a 31,3 £ 149 ng/ ml, p <
0,01). Los niveles mas bajos de la vitamina D3, que fueron definidos como por
debajo de 10 ng / ml se encontraron en 22 pacientes con LES y enfermedad renal
(81). En el 2008, un estudio realizado en Texas, con 37 mujeres con lupus mostré
niveles de 25 (OH) D3 por debajo de 19 ng / ml en el 65 y el 20 % de ellos,
respectivamente (82). Ese mismo afio, los autores espafioles realizaron un estudio
de corte transversal en 92 pacientes que mostro niveles de 25 (OH) Vit D3 por
debajo de 30 ng / ml en 69 (75 %) pacientes y por debajo de 10 ng / ml en 14 (15
%) pacientes (83).

En 2009, un estudio realizado en Chicago incluyé 181 mujeres con LES y
encontraron niveles de 25 (OH) Vit D3 promedio de 27,1 + 11,9 ng / ml .En el
mismo estudio, el 62,2 % de los pacientes tenian dosis inferiores a 30 ng / ml (84).
Ese mismo afio, los mismos autores estudiaron a 165 pacientes con LES y 214
controles sanos en Arabia Saudita. Este estudio mostrd niveles insuficientes ( >20
y <30 ng/ ml) y deficientes (<20 ng/ ml)de 25 ( OH ) Vit D3 en los casos (98
frente a 55 % y el 89,7 frente al 20 % , respectivamente , p < 0.0001) (85).

En 2010, otros investigadores canadiense estudiaron 124 pacientes con LES y
encontraron niveles de 25 (OH) Vit D inferiores a 32 ng / ml en el 66,7 % de los
pacientes y por debajo de 16 ng / ml en el 17,9 % de los pacientes (86).
Resultados similares se encontraron en un estudio de 198 pacientes realizados en

Nueva York (87).
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Un estudio con 177 pacientes de Hungria encontré niveles de 25 ( OH ) D de
26,88 £ 13,25 ng / ml .Un 18,1 % de ellos tuvo niveles normales (230 ng/ ml ), el
44,6 % insuficiente ( 15-30 ng/ ml ),y 37,3 % deficientes ( ng <15/ ml) dosis (88).

En 2011, un estudio canadiense analizo 25 pacientes con LES y 25 con
fibromialgia y no encontré ninguna diferencia estadisticamente significativa en los
niveles de 25(OH)D3 entre los grupos (18,6 frente a 20,6 ng/ml, p>0,05), incluso
después del ajuste por edad (89). Pocos estudios han examinado los niveles de
vitamina D en los nifios y adolescentes con LES. Uno de estos estudios midio
25(0OH)D3 en sujetos de 5 a 21 afios y 207 controles sanos. Niveles muy bajos de
25 (OH) D, (definida por los autores como menos de 10 ng/ml) se encontraron
significativamente mas frecuentes en los pacientes con LES que en los controles
(36,8 frente a 9,2 %, p<0,001) (90).

En Brasil un grupo de investigadores evaluaron 36 pacientes con LES y 26
controles sanos en Sao Paulo. La conclusion fue que hay una mayor prevalencia
de la deficiencia de vitamina D en los pacientes con LES, especialmente aquellos
con la enfermedad activa (91). Un estudio piloto llevado a cabo en Rio Grande do
Soul, con la participacion 68 pacientes con LES, encontré que los niveles de
25(0OH) VITD fueron de 20 ng / ml en el 20% de los casos (92). Otro estudio
realizado en Brasil evalud la prevalencia de insuficiencia de vitamina D en 159
pacientes con LES y su relacién con, variables clinicas, demogréficas y de
laboratorio. También estudiaron la relacion entre la insuficiencia de vitamina D y
actividad de la enfermedad. La prevalencia de insuficiencia de vitamina D fue de
37,7 % vy la deficiencia fue del 8,2 %, y los niveles de 25 (OH) D no se asociaron
con de actividad lapica, duracion de la enfermedad, exposiciéon al sol, los

suplementos de vitamina D, o el uso de corticosteroides (93).
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En 2011, estudios llevados a cabo en poblaciones chinas examinaron la relacion
entre el 25 (OH) VITD, en pacientes con LES. En uno de ellos Doscientos setenta
y siete (96 %) pacientes tenian insuficiencia de vitamina (< 30 ng / ml), y 77 ( 27

%) pacientes tenian deficiencia de vitamina D ( < 15 ng / ml) (94, 95).

3.3.3 Polimorfismo del gen VDR en pacientes con LES.

En la literatura se ha descrito una relacién entre el polimorfismo Bsml del gen VDR
con LES En el 2000, un estudio japonés que involucré 58 pacientes con LES
evidencié una frecuencia mayor del genotipo B/B (15,5 frente a 5,7 %, p<0,0001),
en comparacion con los controles sanos. Ademas, en esta misma publicacion se
encontré una mayor frecuencia del genotipo b/b en pacientes con nefritis IUpica.
(61,5 frente a 35,7 %, p=0.0034) (96).

En 2002, investigadores chinos estudiaron 47 pacientes con LES y 90 controles
sanos y encontraron una mayor frecuencia del alelo B en los casos, 39,4 frente a
8,3 %, OR 07.4, p < 0,0001. En 2006 y 2010 estudios en 101 pacientes
procedentes de Tailandia y 60 de Iran, respectivamente, no encontraron ninguna
asociacion entre el polimorfismo Bsml y LES. Otro estudio en el 2002, evalué el
polimorfismo Fokl en 52 pacientes con LES y 90 controles sanos y no encontro

diferencias significativas en las frecuencias de los alelos y el genotipo (97-99).

Un meta-analisis publicado en el 2010 evaluo los polimorfismos Bsml y Fokl en
pacientes con LES. Los autores encontraron que el alelo B de Bsml tiene una
significativa asociacion con LES (OR:=3.58, p=0.007). Los resultados con el
polimorfismo Fokl no fueron significativos. Este meta-analisis mostré que estos
resultados deben ser interpretados con cautela debido al pequefio niumero de
estudios que se incluyeron; ademas estos resultados solo incluyeron estudios de

Europa y Asia (100).
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Un estudio de casos y controles realizado en Brasil también investigo la relacion
entre los polimorfismos Bsml y Fokl VDR con la susceptibilidad a LES en 195
pacientes caucasoides. Ademas, se midio 25 (OH) D3 no hubo asociacion entre
los polimorfismos Bsml y Fokl VDR con la susceptibilidad a LES. Los niveles
promedios de 25 (OH) Vit D en suero fueron 25,51 + 11,43 ng / ml en los pacientes
con LES. Los niveles de 25(OH)D; fueron significativamente mayores en los
pacientes que expresaron el genotipo f/ff en comparacion con los pacientes
portadores del genotipo F/F (31,6 + 14,1 frente a 23,0 = 9,2 ng/ml, p=0.004). El

polimorfismo Fokl no mostro asociacion significativa con LES (101).

3.4 GENES MHC Y ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO HLA.

El sistema MHC es controlado por los genes ubicados en el brazo corto del
cromosoma 6, el cual contiene alrededor de 200 genes. Los loci del sistema HLA
forman parte de la regiébn genética conocida como el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) el cual se extiende por unos 4 millones de pares de
bases (pb) entre 6p21.31 y 6p21.32.1. La region telomérica Clase | contiene los
genes HLA-A,-B, y C, que presentan péptidos antigénicos a las células T CD8 +.
La regidn centromérica contiene los genes HLA clase Il que comprende los
antigenos (glicopéptidos) de superficie celular llamados HLA-DP, HLA-DQ y HLA-
DR. Estas moléculas estan presentes en células inmunocompetentes, tales como
linfocitos B, macréfagos, células dendriticas, células endoteliales y linfocitos T
activados. La molécula de HLA de Clase Il consiste en dos cadenas cada una
codificada por los genes en el "Complejo HLA" en el cromosoma 6. La region
Clase Il se encuentra entre las regiones | y Il y contiene muchos genes
relacionados con la respuesta inmune incluyendo las citocinas, TNF a y linfotoxina

a y los componentes del complemento C2, C4 y factor B (27, 38) (Figura 3-6).
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Figura 0-6. Localizacion y organizaciéon del complejo HLA en el cromosoma 6.
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Fuente: (Jan Klein, y Akie Sato., N Engl J Med 2000).

Cabe destacar que entre los genes mas estudiados en relaciéon a la susceptibilidad
al LES estan los del Complejo Mayor de Histocompatibilidad Clase Il (MHC-Clase
II) describiéndose asociaciones o susceptibilidades para varias moléculas HLA. Se
ha reportado por ejemplo los alelos HLA-DRB1*0301 y HLA-DRB1*1501
asociados a el LES y a autoanticuerpos (3); asi mismo en poblaciéon colombiana
se han descrito desequilibrio de ligamiento entre HLA-DRB1*0301 y TNFa en
pacientes con Lupus (102). EI HLA-DR3 que hace parte de un haplotipo
“autoinmune” (HLA A1, B8, DR3, DQ2) se ha encontrado en poblaciones blancas
en desequilibrio de ligamiento con algunos alelos de TNFa y complemento (C4
nulo) situados muy cerca de la region MHC-III, aunque no es claro que genes en el
haplotipo extendido pueden ser responsables de la susceptibilidad a Ila
enfermedad. HLA-DR2 se ha asociado con bajos niveles de TNFa vy
susceptibilidad a nefritis (103). En poblacion taiwanesa se evalué la asociacion del

HLA-DRB1 con LES y con nefritis lapica encontrando que los alelos HLA-
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DRB1*0301 y HLA-DRB1*1501son factores de riesgo significativos para el LES,
mientras que el alelo HLA-DRB1*1202 es de proteccién para la nefritis IUpica
(104).

Otros alelos HLA se han asociado al desarrollo de diversos autoanticuerpos, entre
estos estdn HLA-DR2, HLA-DR3, HLA-DR7 (Anti-Ro), HLA-DQB1 (Anti-DNA),
HLA-DR4, HLA-DR7, HLA-DQ®6, HLA-B61 (Anti-Sm). Todos estos hallazgos en los
diversos estudios del HLA y su relacion con LES sugieren que las moléculas HLA-
Il promueven la expansion de LT especificos para autoantigenos y la produccion
de autoanticuerpos (3, 27, 105, 106).

En un estudio que incluyé un grupo de 55 pacientes (nifios y adolescentes)
mestizos de Brasil, evidencié una correlacion del alelo HLA-DRB1 con las
caracteristicas clinicas de la enfermedad, los auto-anticuerpos y la clasificacion
histolégica renal, encontrando al HLA-DRB1*15 como el alelo mas frecuente en
pacientes con insuficiencia renal, trastornos musculoesqueléticos, cutaneos,
hematoldgicos, cardiacos y neuropsiquiatricos, asi como en pacientes positivos
para anticuerpos anti-dcDNA, anti-Sm, anti-U1-RNP y anti-SSA/( Anti-Sindrome de

Sjogren (A), Autoanticuerpos SSA o Ro ) (107).

Posteriormente un estudio multicéntrico en poblacién caucéasica de los Estados
Unidos explor¢ el efecto de diferentes combinaciones de haplotipos HLA clase Il
en 780 familias con LES. Se encontré que los haplotipos que tienen los alelos
DRB1*1501/DQB1*0602 (DR2) y DRB1*0301/DQB1*0201 (DR3) estan presentes
en casi dos tercios de los casos de LES asocidndose de forma significativa con la

susceptibilidad a desarrollar la enfermedad (108).
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En el afio 2008 un grupo de investigadores Colombianos de las ciudades de
Bogota y Medellin, realiz6 un meta-analisis de 11 estudios seleccionados de
poblacién latinoamericana, que incluyé 747 casos y 1180 controles. Se demostro
una fuerte asociaciéon con el alelo HLA-DRB1*0301 (OR: 2,14, IC 95%: 1,28 a
3,56). Y un efecto protector para HLA-DR-5 (OR: 0.43, IC 95%: 0.27 hasta 0.67),
debido principalmente a la asociacion negativa observada entre el HLA-DRB1 *
1101 alelo y LES (109).

En ese mismo afio realizaron un estudio basado en la determinacién de HLA-
DQBL1 en 40 pacientes con LES y 83 individuos sanos del Noreste de Iran, de los
cuales 26 pacientes con LES fueron positivos para HLA-DQ*0601-*0609. Estos
resultados sugieren que DQ6 es el alelo HLA-DQB1 dominante mas
probablemente asociado con la susceptibilidad genética a la LES, en el noreste de
Irdn. La asociacibn apoya la importancia de su origen étnico e indica la
importancia de varios genes que se ha observado en diferentes poblaciones de
LES (110). De igual forma un estudio realizado en 53 pacientes con LES del
Occidente de India, reporté un aumento significativo en la frecuencia de los alelos
DQB1*0302 y DQB1*0601 vinculandolos al desarrollo de la enfermedad.

La amplia y diversa informacion en relacién con la asociaciéon entre los diferentes
alelos de los exones de los Loci MHC Clase Il: DRB*1 y DQB*1 se pueden explicar
en razon a las diferencias no solo de la estructura genética entre las diferentes
poblaciones en los cuales se han llevado a cabo estos estudio sino también
debido al extenso polimorfismo de estos dos exones que conlleva a la variabilidad
proteica de antigenos HLA( fenotipos) (104, 106, 108, 109).

3.5 GEN DE LA PROTEINA TIROSINA PHOSPHATASA PTPN22.

Este gen localizado en el cromosoma 1p13.3-p13.1(Figura 3-7), codifica para la

proteina tirosina fosfatasa linfoide intracelular LYP, con un peso molecular de 110
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KD que contiene un dominio catalitico N-terminal y uno no catalitico C-terminal con
4 dominios ricos en prolina. LYP que es desfosforilada por las cinasas Lck, Fyn, y

Zap-70, tiene una gran importancia en la sefializacion de los LT.

Figura 0-7. Localizacion del gen PTPN22 en el cromosoma 1.
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Fuente: (The Gene Cards human gene database).

Una funcion descrita de LYP es la inmunomodulacion negativa para la activacion
de los Linfocitos T, Esta funcion esta ligada a su dominio C terminal. Otra proteina,
la tirosina cinasa (Csk). Interactia con LYP en la activacion de las células T. Csk
es un supresor esencial de las cinasas que participan en la activacion de las
células. La capacidad de Csk y LYP para inhibir la sefalizacion del receptor de
células T requiere de una asociacién fisica. LYP fisicamente se enlaza por un
motivo rico en prolina (P1) al dominio SH3 de la cinasa Csk (138). Csk actla
fosforilando la tirosina 505 (fosfatasa inhibitoria para Lck), mientras que PTPN22
actua removiendo el fosfato de activacion en la tirosina 394, convirtiendo a Lck en
una configuracion inactiva, causando una regulacién negativa de la via de
sefalizacion de células T. A través de todo este conjunto de eventos bioldgicos
LYP inhibe la activacion de los Linfocitos T (111, 112).

Igualmente se ha descrito que la interaccién entre LYP y un adaptador de la

molécula Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2), juega un papel en la

regulacion negativa en la funcién de los linfocitos T. LYP se une al complejo de

Grb2 en los dominios ricos de prolina de la molécula CTLA-4 ayudando en la

inhibicion de la activacion de las células T. Grb2 juega un papel importante en la
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regulacion de la sefializacion para que se produzca la activacion de CD28 que
inicia la activacién celular La presencia de los dos dominios ricos en prolina SH2 y
SH3 hacen que las moléculas CTLA-4 y CD28 se unan y con la consecutiva union
de Grb2 contribuyen para que la asociacion se haga mas fuerte y asi aumente la
inhibicion celular (39, 113).

En el gen PTPN22, la sustitucion de un triptéfano por arginina en el codén 620
(R620W) rs2476601 genera un polimorfismo genético que se ha asociado con la
susceptibilidad para se encuentra en diversas enfermedades autoinmunes, dentro
de las cuales esta LES y la enfermedad tiroidea autoinmune. El polimorfismo
PTPN22 C1858CT funcional se encuentra asociado a LES demostrando

susceptibilidad al desarrollo de esta patologia (114).

El polimorfismo 1858C-T que resulta en un cambio de arginina a triptéfano en la
posicion 620 de la proteina (R620W T) se encuentra localizado en el motivo P1 e
interrumpe la interaccién entre Lyp y Csk, evitando la unién del complejo, por lo
tanto la supresion de la activacion de las células T. Asi, la asociacion del alelo
R620W con la enfermedad puede ser el cambio en la regulacion de Lck causando
la pérdida de la regulacién negativa en la via de sefalizacion del receptor de
células T. Es mas probable que el polimorfismo R620W cause un cambio del nivel
de actividad eficaz de PTPN22 en los compartimientos celulares, como una

ganancia de funcién.

En una revision realizada por un investigador de la ciudad de New York, puso de
manifiesto, la asociacion del gen PTPN22 en enfermedad tiroidea autoinmune,
incluyendo tanto Enfermedad de Graves y Tiroiditis de Hashimoto, como con otras
enfermedades autoinmunes. De igual forma en estudio de revision realizado en el
2008, se demostr6 que a diferencia del gen CTLA-4, que se asoci0 con
enfermedad tiroidea autoinmune en diversos grupos étnicos, el gen PTPN22
mostrd solo asociaciones en poblacion caucésica. Por otra parte, en un meta-

andlisis realizado por investigadores de China en cuatro estudios con poblacién
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asidtica y siete estudios con Caucasicos (China, Japon, Polonia, Reino Unido,
Alemania, Tunez, y Rusia), para un total de 3764 casos con Enfermedad tiroidea
autoinmune y 3328 controles, a quienes se les habia tipificado polimorfismo
C1858T del gen PTPN22, encontrando un riesgo significativamente alto para el
desarrollo de enfermedad tiroidea autoinmune en todas las poblaciones. Sin
embargo en el andlisis por subgrupos se encontr6 mayor riesgo en la poblacién
caucasica (115, 116).

3.6 TNF ALFA.

El Factor de Necrosis Tumoral es uno de los genes que participa en la regulacion
del sistema inmunoldgico y su producto proteico, el TNF-a, ha sido involucrado en
la génesis de la inflamacién y autoinmunidad a través de la expresion génica de

diversos genes (117, 118).

Figura 0-8. Localizacion y estructura del TNF-alfa.
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Este gen, esta ubicado en la region central del MHC, entre los loci HLA-B y HLA-
D, en el brazo corto del cromosoma 6, en el segmento correspondiente a las
moléculas MHC de clase Ill (figura 9) EI TNFa es una molécula secretoria no
glicosilada, de 17 kDa, que deriva de una de 26 kDa producida principalmente por
macréfagos. En condiciones fisiolégicas, forma un homotrimero de 55 kDa, no-
covalentemente estabilizado (119). Posee 2 receptores de transmembrana, uno de
55 kDa (TNFR1 o p55R 6 CD120a) y otro de 75 kDa (TNFR2 o p75R o CD120b),
gue serian parte de una familia emergente de receptores. Producto de digestiones
proteoliticas del dominio extracelular de TNFR1 y TNFR2 se generan dos tipos de
receptores solubles (TNF binding proteins), que estarian involucrados en la
regulacion de los niveles circulantes de la citoquina. El TNF a es un agente clave
en la inmunidad del huésped, con actividad antitumoral, antiviral y antimicrobiana.
Induce crecimiento tisular, diferenciacion de tejidos e inmunorregulacién. En
individuos sanos, sus niveles son variables, fluctuando entre 50 pg/ml y no
detectables. Los niveles superiores a 100 pg/ml, en general, se asocian con
morbilidad (120).

Diversos estudios genéticos han demostrado que esta regidn gendmica esta
involucrada de manera importante en la patogénesis de varias EA (121, 122). El
locus del TNF-a esta formado por 2.76 kb e incluye su promotor, cuatro exones,
tres intrones y sus regiones no traducidas 5" y 3" (5"-UTR y 3"-UTR) La region 5'-
UTR esta formada por aproximadamente 180 pb y la 3"-UTR, por 793 pb. De esta
manera, la union de los UTR (tanto de 5° como de 3"), mas los cuatro exones,
origina un transcrito maduro de 1,772 nucleétidos. EI TNFa contiene varios
polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) distribuidos principalmente en la regién
promotora: —1031T/C, —-863C/A, —-857C/T, —-376G/A, —308G/A, —-244G/A y -
238G/A . Diversas evidencias experimentales han mostrado que los SNP —857C/T,
—-376G/A, —308G/A y —238G/A de TNF-a tienen relevancia funcional, es decir, los
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alelos de estos polimorfismos afectan a sus niveles de expresion génica (118, 123,
124).

El aumento de la expresion de TNFa con el consiguiente desarrollo de
enfermedades cronicas inflamatorias y autoinmunes podria explicarse, ademas de
otros factores, en base a la presencia de determinados polimorfismos en su gen.
Se ha sugerido que tanto la variabilidad de las regiones promotoras, como la
participacion de factores de transcripcion asociados, modularian la magnitud de la

respuesta secretora de esta citoquina (125).

Respecto al LES, existen estudios contradictorios. Se ha encontrado una
asociacion en pacientes caucdasicos con LES y el alelo TNF2, tanto en la presencia
como en la actividad de la enfermedad (126). A diferencia, en otros trabajos, no se
encontrd asociacion entre esta enfermedad y el polimorfismo -308 de TNFa

El alelo A del SNP —308G/A mostrd asociacion con susceptibilidad a LESp en
nuestra poblacién; mas aun, cuando se estratificO por género, este alelo mostro
una fuerte asociacién con susceptibilidad a LESp8. Por otro lado, el polimorfismo —
238G/A del TNF-a también mostré asociaciéon con LES en la poblacién mexicana
(127).

El TNF-a, ademas de estar involucrado en la sintesis de otras citocinas
proinflamatorias, también induce la expresion génica de moléculas de adhesion
celular y de anticuerpos contra ADN de doble cadena, antinucleares vy
anticardiolipinas (caracteristicas del LES). Se ha comprobado que la sintesis local
de TNF-a, a diferencia de la sistémica, ejerce un papel importante en la
patogénesis del LES, especialmente en el rifion (128).
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3.7 BIOMARCADORES ASOCIADOS A LUPUS.

Las adipocinas son un grupo de Citocinas producidas en el tejido adiposo y juegan
un papel crucial en procesos inflamatorios y metabdlicos (129). Existen varias
adipocinas, pero para nuestro estudio solo vamos a considerar la adiponectinay la

leptina.

3.7.1 Adiponectinas.

La adiponectina es una hormona producida en el tejido adiposo, la cual tiene,
entre otras acciones, la de ser insulino-sensibilizante, antiinflamatoria, anti
aterogénica, hepato protectora y anti angiogénica. Tiene accién autocrina,
paracrina y endocrina Estructuralmente, la Adiponectina esta constituida por tres
regiones, a saber: Region variable (Aa 20-40), region colagena (Aa 41-106) y
dominio c- globular (Aa 107- 244). La region colagena es susceptible de
modificacién postraduccional, mientras que el dominio C-globular es
estructuralmente homéloga a TNF-a. Adiponectina contrarresta los efectos pro
inflamatorios del TNF-a, asi mismo suprime la secrecion y sefalizacion del TNF-a
en Macrofagos y Células Endoteliales. En un estudio realizado en Francia asocia
los niveles de Adiponectina con la Artritis Reumatoide y con la progresion del dafio
articular. Este fue realizado en una cohorte de 791 pacientes. En dicho estudio se
evidencio relacién entre la Adiponectina con la progresion articular. De igual
manera, estudio realizado en Seul demostrd la asociacién entre Adiponectina e
insulinoresistencia en pacientes con arterosclerosis y Artritis. En Corea se
demostré que la Adiponectina induce la produccion de Prostaglandina E2 en los
fibroblastos sinoviales en pacientes con Artritis. En la universidad de Jordan
Amman, se encontré significancia estadistica entre los niveles de Adiponectina y
los polimorfismos ADIPQO G276T relacionados con Diabetes tipo Il e Hipertension
arterial (130, 131).
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3.7.2 Leptina.

La Leptina pertenece a la superfamilia de las citocinas de clase 1 y es producida
en el Tejido Adiposo Blanco (TAB) de los adipocitos, ademas puede ser
sintetizada en placenta, ovarios, corazon, musculo esquelético e higado. Esta
citocina se secreta en pulsos que son directamente proporcionales a la TSH,
acidos grasos libres y melatonina e inversamente proporcional a las hormonas
ACTH y Cortisol. La proteina madura comprende 167 aminoacidos con una
secuencia sefial de 21 aa, peso molecular de 16 KDa y presenta una estructura

terciaria similar a las citocinas clésicas de hélice larga, como la IL-2.

Una de las caracteristicas esenciales para su funcionamiento es la presencia de
puentes disulfuro. El gen que codifica la Leptina se denomina ob y fue descubierto
por clonacion posicional, que reveld un transcrito de mARN de 4.5 kb altamente
conservado. Dicho gen esté localizado en el cromosoma 7 region 31.3 del brazo q
y consta de 650 kb, presentando tres exones separados por dos intrones; la regiéon

codificadora de la proteina se localiza en el exén 2 y 3.

Se han identificado varios elementos reguladores para la Leptina como el AMP y
elementos de respuesta a glucocorticoides, proteina unida a incrementadores
CCAAT de tipo alfa (C/EBPa) y también sitios de unién a proteinas especificas de
tipo 1 (SP1). El receptor para la Leptina es de cadena simple y presenta seis
isoformas: Ob-Ra (plexos coroides), Ob-Rb (hipotalamo), Ob-Rc (plexos coroides),
Ob-Rd, Ob-Re (forma soluble del receptor) y Ob-Rf. Cinco de estas poseen
dominios transmembranales, pero solo Ob-Rb contiene el segmento intracelular
necesario para la activacion de las cinasas, llamado region Box 2, que permite la
activacion de JAK (Janus cinasa) y STAT (signal transducers and activators of

transcription), al igual que la originada por IL-6 y todos los receptores de clase I.
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Las JAK son una familia de tirosina cinasas intracelulares que presentan dos sitios
activos inducidos principalmente por receptores de tipo citocina.

Leptina participa en un sinfin de procesos, entre los que cabe destacar la
respuesta inflamatoria, en tanto que dicha hormona posee capacidad para
estimular e iniciar la proliferacion de celulasLTCD4+, asi como de otras citocinas.
En cuanto a la inmunidad, Leptina aumenta la activacién de los Linfocitos T, los
NK y los Macrofagos. También incrementa la proliferacion de citocinas pro-
inflamatorias, potencializando mayormente la respuesta Th1l y en menor medida la
Th2 (132, 133).

3.7.3 El papel de las adipocinas en LES.
3.7.3.1 Leptina.

Los resultados de los estudios que evalGan la concentracion de Leptina en el
plasma de los pacientes con LES son generalmente consistentes e indican que los
niveles de Leptina sérica se encuentran elevados y  pueden contribuir a la
inflamacion sistémica en los pacientes con LES. Se ha demostrado que la Leptina
en suero se encuentra en niveles mas elevados en las mujeres con LES que en
los controles sanos. Chung y colaboradores hicieron hincapié en que la diferencia
en los niveles de Leptina en suero entre los pacientes con LES y los controles fue
independiente de la edad, raza, género y el IMC. Estos hallazgos sugieren que la
produccion de Leptina en el LES esta influenciada por factores adicionales, que
pueden estar causalmente vinculados a la iniciacion y progresion de este
trastorno. Un estudio llevado a cabo por Wislowska no encontré diferencias en los
niveles de leptina entre pacientes con LES y sujetos sanos. Mientras que otro en

otro estudio desarrollado por Harle et al, (134, 135) si se encontré correlacion
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3.7.3.2 Adiponectina.

En un informe de Sada et al (136), se encontr6 que los niveles séricos de
adiponectina estuvieron significativamente elevados en el LES en comparacion
con los controles sanos, y se observaron niveles mas bajos de adiponectina en
pacientes con LES con lesiébn renal en comparacion con los sujetos sin
compromiso renal. El aumento de las concentraciones plasmaticas de
adiponectina en pacientes con LES también fueron observados por Chung et al
(129). Estos autores encontraron una correlacion negativa entre adiponectina
plasmatica y el IMC, la presencia de sindrome metabdlico, la presién arterial
sistolica, y la dislipemia en pacientes que sufren de este trastorno. En otro estudio
llevado a cabo por Rovin et al (137), los autores mostraron que los niveles de
adiponectina en suero son mas altos en los pacientes con LES vy lesion renal que
en los controles sanos y en pacientes con LES sin compromiso renal. Ademas,
durante la reactivacion del LES renal, la pérdida de adiponectina en orina se
incrementd notablemente. Es de destacar el hecho de que la isoforma de
adiponectina HMW recientemente se ha encontrado en la orina de pacientes con
nefritis y lupus activo, pero no en la orina de los individuos sanos, y su contenido

se correlaciona con la gravedad del lupus (136, 137).

3.8 AUTOANTICUERPOS EN EL LUPUS.

Como se menciond anteriormente, uno de los criterios utilizados en la practica
clinica para establecer y precisar el diagnostico del paciente con LES es la
presencia de autoanticuerpos entre los que se encuentra en primera medida la
determinacién de Anticuerpos Antinucleares (ANA), ya que estos juegan un papel
importante en la muerte celular por la formacion de complejos inmunes. Le siguen
los anticuerpos anti-DNA de doble cadena (dsDNA) ya que su presencia en el
paciente define el perfil inmunologico de este. Ademas de estos, se han

caracterizado y ligado otros autoanticuerpos, por ejemplo, anticuerpos anti-dsDNA
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los cuales se encuentran asociados a la presencia de anticuerpos anti-histonas asi

como al complejo DNA-histona (nucleosoma).

Similarmente, los anticuerpos anti-Sm y anti-RNP se encuentran juntos con
frecuencia. Sm y RNP son complejos de ribonucleoproteinas que residen en el
nucleo y participan en el procesamiento de ARN. Por otra parte, se ha aceptado
ampliamente que ciertos autoanticuerpos, principalmente anti-dsDNA contribuyen
a la lesion glomerular. Por tanto, los pacientes con NL tienen mayor probabilidad
que aquellos con LES sin compromiso renal de tener titulos elevados de anti-
dsDNA. También hay evidencia de que los anti-nucleosomas desempefian un
papel importante en la NL humana y experimental como son anti-Sm, anti-RNP,
anti-SS-A/Ro, anti-SS-B/La, anti-P-Ribosomal (138, 139). La presencia de
autoanticuerpos anti-Sm esta asociada con expresiones mas severas del LES,
incluyendo la NL. Los anti-dsDNA producen dafio renal a través de una lesion
directa sobre antigenos in situ (DNA, histonas, ndcleos), componentes de la
membrana basal glomerular (laminina, colageno IV y heparan sulfato) o bien a
través de la formacion previa de complejos inmunes con nucleosomas que se

depositan posteriormente sobre la membrana basal glomerular (140).

También existen estudios que evidencian que los anticuerpos anti-Ro participan en
la patogénesis de la NL, al igual que los anticuerpos anti-P ribosomales. Recientes
investigaciones han mostrado que la nefritis es mas prevalente en pacientes
lGpicos adultos que tienen anti-P ribosomal positivo que en pacientes lupicos anti-
P ribosomal negativo y que el nivel de anticuerpos se correlaciona con la actividad
de la nefritis. Por dltimo, los anticuerpos anti-P ribosomales se encuentran con

mayor frecuencia en pacientes pediatricos que en pacientes adultos (141).
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Los anticuerpos anti-alfa-actinina también se han asociado con anticuerpos anti-
dsDNA en LES. En pacientes adultos, se han encontrado mas significativamente
asociados con la glomerulonefritis y con la actividad de la enfermedad los
anticuerpos anti-alfa-actinina que los anti-dsDNA. Se cree que esta reactividad de
los anticuerpos anti-alfa-actinina se relaciona con alta avidez de los anticuerpos
anti-dsDNA. En conjunto, estos estudios indican que la deteccién de anti-alfa-
actinina, en asociacion con anti-dsDNA, puede constituir un huevo marcador en la

nefritis lUpica del adulto (142).

Otro tipo de autoanticuerpo relacionado con la NL es el anti-lipoproteina lipasa
(anti-LPL) del cual se ha reportado estar presente en el 40% de pacientes con LES
y ademas estar relacionado con altos niveles de triglicéridos séricos, por lo que
también ha llamado la atencion debido a su posible papel en la aceleracién de la
aterosclerosis en LES. En pacientes adultos que presentan anti-LPL y anti-P
ribosomal, se ha encontrado una asociacion mucho mas fuerte con la nefritis
(143). La frecuencia de patrones de los autoanticuerpos se ha informado como un
evento de gran diversidad en LES adulto y pediatrico de se relaciona de acuerdo
al grupo étnico que se esté estudiando. Algunos estudios que han examinado esta
relacion han informado una alta prevalencia de anti-SM y anti-RNP en pacientes
afroamericanos. Adicionalmente, los anticuerpos anti-Ro se han asociado con
lupus cutaneo, no obstante como se ha planteado, la prevalencia y valor
pronéstico de estos anticuerpos asi como de ANA y anti-dsDNA difieren de
acuerdo al origen étnico de la poblacion (144).
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4. OBJETIVOS DE LOS PROYECTOS DE LATESIS

4.1 PROYECTOI.

Asociacion de los sistemas PTPN22, VDR, MHC y los niveles séricos de
vitamina D en adultos del Caribe Colombiano con lupus eritematoso

sistémico sin darfio renal.

4.1.1 Objetivo General.

Identificar variantes genéticas de los sistemas VDR, MHC, PTPN22 y determinar
los niveles séricos de Vit D, la concentracion de Leptina y adiponectina en adultos

del caribe colombiano con lupus eritematoso sistémico sin dafio renal.

4.1.2 Objetivos Especificos.

e Determinar la frecuencia alélica y haplotipicas de los sistemas VDR, MHC,
PTPN22 en pacientes sufriendo de LES.

e Asociar las frecuencias alélicas y haplotipicas de los sistemas VDR, MHC,
PTPN22 con la susceptibilidad para desarrollar LES.

e Establecer las concentraciones séricas de Vit D en pacientes sufriendo de LES

e Asociar los polimorfismos y variantes genéticas de los sistemas genéticos
VDR, MHC, PTPN22 con los niveles de Vit D  para identificarlos como

factores de riesgo al desarrollo de LES.
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4.2 PROYECTO Il.

Asociacién de Polimorfismos de los Sistemas genéticos VDR, MHC, TNF-
alfa, PTPN22 y del biomarcador molecular Vitamina D con el endotipo
NEFRITIS LUPICA CLASE IV en Pacientes adultos colombianos.

4.2.1 Objetivo general.

Identificar marcadores genéticos de los sistemas VDR, MHC, TNF-alfa, PTPN22 y
sSu asociacion con los niveles séricos de Vitamina D en pacientes Colombianos
sufriendo de Nefritis Lupica Clase IV y asociarlos con la susceptibilidad al

desarrollo del endotipo.

4.2.2 Objetivos Especificos.

e Determinar las frecuencias alélicas y haplotipicas de los sistemas PTPN22,
TNF alfa, VDR y MHC, en pacientes sufriendo de nefritis Lapica clase IV.

e Asociar las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de los sistemas
PTPN22, TNF alfa, VDR y MHC, con la susceptibilidad para desarrollar nefritis
lUpica clase IV.

e Describir las concentraciones séricas de Vitamina D en pacientes sufriendo de
nefritis Lupica clase IV.

e Estimar la asociacion de las variantes genéticas de los sistemas VDR, MHC,
TNF alfa, PTPN22 con los niveles séricos de Vitamina D, identificAndolos como

factores de riesgo al desarrollo de nefritis Lapica clase IV.
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4.3 PROYECTO III.

Estudio de asociacion de variantes genéticas VDR, TNF-alfa PTPN22, MHC-
DRB/DQB y biomarcadores séricos vitamina D y adipocinas con la actividad

clinica de la nefritis lUpica en escolares colombianos.

4.3.1 Objetivo General.

Identificar variantes genéticas de los sistemas VDR, MHC, PTPN22 y TNF-alfa y
determinar los niveles séricos de Vit D, la concentracion de Leptina y adiponectina
en nifios Colombianos sufriendo de nefritis LUpica y asociarlas con la presencia de

autoanticuerpos nefrofilicos

4.3.2 Objetivos Especificos.

e Determinar la frecuencia alélica y haplotipicas de los alelos de los sistemas
VDR, HLA-DRB1*DQB1*, PTPN22 y los SNPs del TNF(-308/-238), en
escolares sanos y en nifilos con nefritis lUpica.

e Describir y estimar la asociacion de concentraciones séricas de Vitamina D,
Leptina, adiponectina y la presencia de autoanticuerpos nefrofilicos en
escolares sanos y en nifios con nefritis Lupica.

e Asociar el polimorfismo de los sistemas VDR, HLA-DRB1*/DQB1*, PTPN22y
los SNPs del TNF alfa con la presencia de Autoanticuerpos nefrofilicos en

pacientes mestizos escolares con nefritis ltpica.
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5. METODOLOGIA DEL PROYECTO DE LA TESIS

5.1 METODOLOGIA DESARROLLADA

Tipo de estudio: Estudio observacional, analitico y de corte transversal, de casos y

controles.

Para el calculo de la muestra en el componente de casos y controles se us6 el OR
de la poblacion Latinoamericana (95% CI: 1.28—-3.56) de estudios previos. (161).
Todos los sujetos que se vincularon al estudio fueron diagnosticados por médicos
especialistas en Reumatologia y reunieron los criterios para LES del Colegio
Americano de Reumatologia (ACR) de 1982 modificada en 1997. El calculo de la
muestra asume una probabilidad de error tipo 1 del 10% con un poder del 90%. El
minino riesgo relativo indirecto, previsto para los marcadores genéticos sera de 4

para garantizar diferencias significativas en el analisis de la data.

Por otra parte, los individuos participantes lo hicieron de forma voluntaria firmando
para ello el consentimiento informado. Este proyecto fue aprobado por el comité
de bioética de la Division ciencias de la salud de la Universidad del Norte en
Barranquilla Colombia.

5.2 CRITERIOS DE INCLUSION.
Ser ciudadano colombiano.

Tener un diagnostico de LES de acuerdo a los criterios de ACR. Es decir, que el
paciente haya manifestado por lo menos cuatro de los criterios aunque estos no
sean simultaneos, pero que uno de estos sea la presencia de autoanticuerpos; y

un SLEDAI igual o mayor a 2.

pacientes con diagnoéstico de LES que hayan nacido en una ciudad del
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Caribe Colombiano, no relacionados familiarmente, cuyos padres y sus tres ultima
generaciones hallan vivido en Colombia, sin ascendencia u origen diferente a la

poblacion triétnica colombiana.

Colombianos en edades comprendidas entre 5 - 49 afios

5.3 CRITERIOS DE EXCLUSION:
Pacientes quienes no hayan firmado el consentimiento informado

Pacientes que sufran de otras enfermedades autoinmunes o de origen

inmunologico

Pacientes de Origen o ascendencia diferente a la poblacion triétnica del caribe

colombiano

Pacientes sufriendo de Raquitismo.

5.4 VARIABLES DEMOGRAFICAS, CLINICAS, PARACLINICAS Y DE
HISTORIA FAMILIAR.

Las siguientes variables fueron evaluadas en el registro utilizado:

Variables demogréficas y clinicas. Nombre completo, documento de identidad
ndamero de historia clinica, centro asistencial de referencia sexo, edad en el
momento de ingreso a el estudio, direccion y teléfono de residencia, corregimiento
municipio o ciudad de nacimiento, corregimiento, municipio o ciudad en el
momento de ingreso a el estudio, peso y talla al ingresar al estudio y fecha del
mismo diagnostico clinico, duracion y evolucion de la enfermedad, clasificacion de
la severidad de el LES. Diagnéstico clinico, Presencia o ausencia de

enfermedades autoinmunes.

82



Variables paraclinicas: El suero obtenido de cada paciente y de cada control se
guardé a -70 grados C en el laboratorio de inmunologia y biologia molecular de la
universidad del Norte hasta la realizacion de los andlisis que se llevaran a cabo.
Los equipos para el desarrollo de estas pruebas fueron calibrados con un registro
calificado y acreditado. El control de calidad y la reproduccion de los resultados se
confirm6 de manera aleatoria para cada una de las pruebas serolégicas en un
laboratorio de referencia, certificado con ISO 9000. Todas las pruebas de
laboratorio fueron realizadas por duplicado. El almacenamiento de la informacién y
la base de datos tuvieron copias de seguridad, de las cuales, el investigador
principal fue el responsable toda la informacién. Ellas se almacenaron en un solo
computador y su acceso a la misma estuvo restringido por personal autorizado, a
través del uso de un cddigo de seguridad. La data fue almacenada en el Main

Frame de la Universidad del Norte.

5.5 MUESTRA.

Se involucraron 47 sujetos residentes en el Caribe Colombiano no relacionados
familiarmente, cuyos padres y sus familiares hasta la tercera generacién hubieran
estado radicados en el litoral caribe colombiano, su distribuciébn por proyecto

fueron asi:

Proyecto 1: Lupus eritematoso Sistémico; 133 contra 100 controles adultos sanos

(subgrupo de controles sanos tomados al azar del proyecto 2)

Proyecto 2: nefritis lupica clase IV (adultos): 49 casos contra 146 controles adultos

sanaos.

Proyecto 3: nefritis LUpica en escolares: 92 contra 100 controles pediatricos sanos.

Todos los pacientes involucrados en este proyecto debieron tener un diagndstico
clinico de LES. Estos sujetos que participaron en el estudio provinieron de la

consulta externa de los hospitales universitarios y fueron reclutados en un periodo
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entre febrero del 2012 y junio del 2013. Los pacientes involucrados en los
proyectos | y Il tuvieron un diagnostico anatomopatologico, realizado por el mismo

patdlogo en el mismo servicio de patologia

La muestra biolégica fue obtenida por puncion venosa periférica con tubos al
vacio B-D con EDTA para la obtencion del ADN y tubos al vacio sin aditivo para la
obtencién del suero. Un total de 10 cc de sangre venosa periférica fue obtenido de
cada individuo. Todos los individuos ayunaron al menos 12hs antes de la toma de
la muestra y la venopuncion se llevé a cabo antes de las 7 am. Ninguno de los
sujetos habia estado tomando Vit D a los menos tres meses antes de su ingreso al
proyecto. Cada uno de los tubos se rotulo con una etiqueta para su respectiva

identificacion que incluyo:

Nombre completo del paciente, numero del documento de identidad y fecha de
toma de la muestra. Un cédigo asignado y seguido de una numeracién, que utilizo
nameros arabigos, de 4 cifras, iniciandose con el cero, (0) servira para la el trafico
de la muestra al interior del laboratorio y permitio la confidencialidad y salvaguardo
la privacidad del sujeto de estudio. Las muestras de sangre periférica se
procesaron para obtener el suero y el buffy coat de cada sujeto. Tanto el suero
como el buffy coat se almacenaron a -700C, salvaguardadas de la luz solar y

cubiertas con papel oscuro, hasta su respectivo procesamiento

5.6 CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE VIT D Y ADIPONECTINAS EN
SUERO

Los niveles de VitD se medieron por enzimoinmunoanalisis utilizando un estuche
comercial 25-hydroxy vitamina D EIA de immuno Diagnostic System. Este es un

inmunoensayo enzimatico biotilinado, que detecta a 1,25 OH VitD3.
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Las concentraciones fueron clasificadas segun el punto de corte establecidos
por el Institute of Medicine (IOM); donde <10 ng/mL de 25(OH) D
corresponde a niveles deficientes; 10 a < 30 ng/mL como vitamina D
insuficiente; 230 a <100 ng/mL como vitamina D suficiente y 2100 ng/mL

como posible intoxicacion de vitamina D.

5.6.1. Determinacion cuantitativa de la 25-hidroxivitamina D en plasma
o suero por el método  EIA  25-Hydroxy  Vitamin D
(Inmunodiagnisticsystems) REF AC-57F1/AC-57F

v' Sembrar 5 pL de la muestra, en su respectivo pozo.

v Adicionar 200 pL de la solucién 25-D BIOTIN a cada pozo con
muestra.

v" Sellar la micro-placa e incubarla por 2 horas a 18-25 °C.

v Lavar los pozos tres  veces con 300 pL de la solucion de lavado.

v Adicionar 200 pL del ENZIMO-CONJUGADO.( Suero tamponado
con fosfato que contiene avidina marcada con peroxidasa de
rabano, proteina, estabilizadores de enzima y conservante).

v' Sellar la micro-placa e incubar por 30 minutos a 18-25 °C.

v" lavar los pozos tres veces con 300 pL de la solucion de lavado.

v Adicionar 200 uL del SUBSTRATO TMD (Tetrametil-Bencidina y
peréxido de hidrogeno) a cada pozo con muestra.

v Sellar la micro-placa e incubar por 30 minutos a 18-25 °C.

Adicionar 100 pL de solucién AC-STOP (Acido clorhidrico 0,5 M).
Leer a 450 nm

AN
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5.6.2 Las adiponectinas

se cuantificaron por ELISA estuche millipore . Los valores de referencia para la
Adiponectina son: 1.56 a 100 ng/ml para todos los sexos. (ELISA Kit Millipore).
Human Adiponectin RIA. Specifications, 2007 (109, 145). Los valores
referenciados para la Leptina son; hombres, entre 2.0 a 5.6 ng/ml y mujeres, entre
3.7a11.1 ng/ml.

5.6.2.1 Determinacion de los niveles de Leptina humana por el método ELISA
Kit Millipore Merck REF EZHL-80SK:

v" Diluir el buffer de lavado.

v Agregar 300 pL de buffer de lavado.

v Incubar 5 minutos.

v Aspirar o decantar.

v Adicionar 75 pL de Assay buffer (0.05M PBS pH 7.4, EDTA 0.025M, Azida
sédica 0,08%, BSA 1%y Triton X-100 0.05%) a cada pozo.

v' Adicionar: 25 pL de assay buffer al pozo blanco
= 25 uL de cada uno de los ocho calibradores en su pozo
respectivo.
= 25 pL de cada uno de los dos controles de calidad en su pozo

respectivo.
v_Agregar 25 uL de cada muestra de paciente en su pozo respectivo.
v Incubar 2 horas en agitacién a temperatura ambiente.
v Aspirar o0 decantar.
v' Lavar 3 veces con 300 puL de HRP Wash Buffer 1X.
v' Adicionar 100 pL de Detection Antibody (Anticuerpos anti Leptina de ratén
Biotinados) a cada pozo.
v Incubar 30 minutos en agitacidn a temperatura ambiente
v Aspirar o decantar.

v Adicionar 100 pL de Enzyme Solution a cada pozo.
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Incubar 30 minutos en agitacion a temperatura ambiente.
Lavar 5 veces con 300 pL.
100 pL de Substrate Solution a cada pozo.

Incubar 5-20 minutos en agitacion a temperatura ambiente.

Adicionar 100 pL de Stop Solution a cada pozo.

Mesclar manualmente.

Leer absorbancia a 450 nm (590 nm).

5.6.2.2. Determinacién de los niveles de Adiponectina humana por el
método ELISA Kit Millipore Merck REF EZHADP-61K:

v Lavar 3 veces el numero requerido de pozos con 300 ul de buffer de lavado
(10X 50 mM Tris Buffer Salinoy Tween-20: Preparar a 1x).

v’ Aspirar o decantar.

v Adicionar 60 pL de Assay Buffer A (100 mM buffer fosfato a pH 7.5, Azida
sodica 0.08% , BSA 1%) en cada pozo.

v" Adicionar:

20 plLde Assay Buffer A al pozo blanco.

20 uL de cada standard previamente preparados con las siguientes
concentraciones: 100ng/ml, 50ng/ml, 25ng/ml, 12.5ng/ml, 6.25ng/ml,
3.125ng/mly 1.56ng/ml (en orden de concentracion descendente).

20 pL de cada uno de los dos controles de calidad (1 y 2) en su pozo
respectivo.

20 pLde cada muestra de paciente en su pozo respectivo.

20 pL de Detection Antibody (Anticuerpos anti Adiponectina humana

biotinados) a cada pozo (estandar, muestras y controles).

v Incubar 2 horas en agitacion (400-500 rpm) a temperatura ambiente.

v Aspirar o decantar.

v" Lavar 3 veces con 300 pL.
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Aspirar o decantar.

Adicionar 100 pL de Enzyme Solution(Conjugado de estreptavidina peroxidasa
boffer) a cada pozo.

Incubar 30 minutos en agitacion a temperatura ambien

Aspirar o decantar.

Lavar 5 veces con 300 pL HRP Wash Buffer 1x.

Aspirar o decantar.

Adicionar 100 pL de Substrate Solution (3, 3’, 5, 5-tetramethylbenzidina en
buffer) a cada pozo.

Incubar 5-20 minutos en agitacion a temperatura ambiente.

Adicionar 100 pL de Stop Solution (HCL 0.3 M) a cada pozo.

Mezclar manualmente.

Leer absorbancia a 450 nm (590 nm) durante los proximos 5 minutos.

5.7. IDENTIFICACION DE AUTOANTICUERPOS.

A partir de las muestras de suero de detect6 la presencia y concentracién de
autoanticuerpos Anti—dsDNA, Anti-SM, Anti—SM, Anti-P ribosomal y Anti-RNP

mediante microelisa.

5.8 OBTENCION DE ADN.

El ADN se obtuvo por la técnica de salting out modificada y se conservé en TE
a (-) 20C hasta su analisis. A todas y cada una de las muestras se les evalu6
Su pureza y se determin6 su concentracion por espectrofotometria. Previo a la
amplificacion, se evalué la integridad de los ADN a través de una
electroforesis en gel de agarosa (146). EI ADN se extrajo mediante TECNICA
SALTING-OUT, la cual consta de las siguientes etapas, a saber:

Preparacion de las células a partir de sangre periférica.
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v' Centrifugar la muestra de sangre total para obtener el Bufy coat, el cual se
trata con solucién de lisis de glébulos rojos hasta eliminar dichas células y que
solamente quede el pellet de glébulos blancos.

Aislamiento del ADN y purificacion.

Suspender el pellet leucocitario en 3 ml de lisis de glébulos blancos.
Agregar 50 uL de solucion de proteinasa K y se mezcla suavemente,
Afadir 50 pL de SDS al 10% .

Incubar a 37°C en bafio de maria con agitacion a 50 rpm.

DN N NN

Precipitacion:

v Agregar 3 ml de cloruro de sodio 5M.

v’ Agitar vigorosamente por 15 segundos y hacer un vortex por 5 segundos.

<\

Centrifugar a 3000 rpm x 25 minutos.

v' Transferir el sobrenadante a otro tubo Falcon de 15 ml y se agrega igual
volumen de Etanol al 95% frio.

v' Mezclar suavemente hasta observar el precipitado del ADN.

v" Re-suspension del precipitado de ADN vy lectura en 0.5 ml de TE 1x e incubar

a 37 °C toda la noche. La Medicién de la concentracién y pureza se empled

el equipo Nano Drop 2000 de Thermo Scientific.

5.9 GENOTIPIFICACION HLA.

La tipificacion molecular mediante la tecnologia xMAP en plataforma LUMINEX se
aplica el uso de micro esferas marcadas. Los patrones de las sondas se
interpretan a traves del software QUICKTYPE.

La genotipificacién para HLA-B,C, DRB1y DQB1 se realiz6 mediante mediante
técnica de Luminex. Se dispuso de kits LIFECODES HLA-SSO (Gen-Probe para
uso con Luminex®) cuyo principio se basa en la hibridacion de productos de PCR
(cadena sencilla de ADN) a sondas de Oligonucleétidos de Secuencia Especifica

(SSO). La amplificacion de ADN mediante una PCR tradicional emplea cantidades
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equimolares de dos tipos de primers (forward y reverse) para generar un producto
de ADN de doble cadena. Sin embargo, si la cantidad de un primer esta en exceso
con relacion al otro, la reaccién va a generar productos de ADN de cadena sencilla
ademas de ADN de doble cadena. Durante el ciclo inicial del paso de amplificacion
LIFECODES, se genera ADN de doble cadena; una vez el primer en cantidad
limitada se agota, el primer restante utiliza el producto de doble cadena como
molde para la generacion de ADN de cadena sencilla. Por tanto, este método
genera tanto ADN de doble hebra como de cadena sencilla, los que pueden
participar en la reaccion de hibridacién, las sondas estan disefiadas de modo que
cada una se hibride preferencialmente a una regiébn complementaria que puede o

no estar presentes en el ADN amplificado.

Equipo LUMINEX®

Cada una de las diferentes sondas puede ser homéloga a una secuencia en el
ADN amplificado que es unico para un alelo o grupo de estos. En otras palabras,
estas sondas estan disefladas de modo que cada una se hibride
preferencialmente a una regién complementaria que puede o0 no estar presentes
en el ADN amplificado. Ademas, el ADN amplificado se hibrida también a una o
mas sondas homologas a las secuencias consenso presentes en todos los alelos

de un locus. El analisis de los resultados de la tipificacion de SSO se puede utilizar
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para determinar la presencia o ausencia de secuencias particulares de ADN en el

ADN amplificado y para identificar los alelos posibles en la muestra.

En los kit utilizados, LIFECODES, las sondas estan unidas a microesferas
Luminex disefiadas para ser utilizadas en el equipo Luminex. Una sonda SSO
diferente se puede unir a cada distinta microesfera, por lo que en una mezcla de
varias sondas, estas se pueden distinguir en virtud de su asociacién con
microesferas de fluorescencia particular. ElI equipo Luminex tiene la capacidad de
cuantificar las cantidades relativas de producto de PCR marcado que se hibridan a
cada microesfera Luminex. Por lo tanto, la sefial relativa obtenida con las sondas
SSO en el ensayo LIFECODES, como con otros métodos SSOP, se puede utilizar
para asignar las sondas con reactividad positiva o negativa con la muestra de ADN
amplificado. Esto a su vez proporciona la informacion necesaria para determinar el

fenotipo de HLA de la muestra.
Procedimiento:

v Preparar 20 uL de las muestras de ADN a 20 ng/uL utilizando como diluyente
H.O MQ.

v Dar vortex a la Master Mix (MX) de cada kit por lo menos por 10 segundos.

v' Preparar en un eppendorf la mezcla de PCR:
e Agregar 10 pL de ADN diluido en agua, en los tubos respectivos.
e Agregar 10 pL de H,O MQ en los tubos Control Negativo.
e Agregar 40 pL de la respectiva mezcla anterior.

e Tapar y mezclar con suaves golpes.

v Amplificacion: Programar el termociclador MJ Research® asi:
e 1 ciclo a 95°C durante 5 minutos.

e 8 ciclos: 95°C 30 segundos, 60°C 45 segundos, 72°C 45 segundos.
e 32 ciclos: 95°C 30 segundos, 63°C 45 segundos, 72°C 45 segundos.
e 1 ciclo a 72°C durante 15 minutos.

v' Hibridacién: Resuspender el buffer y las perlas.
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v Recalentar las perlas de cada kit (el frasco completo) a 56-60°C en un horno
(calor seco) durante 5-10 minutos.

v' Agregar 5 uL del amplificado a pozos especificos para el equipo Luminex, que
previamente se hayan marcado(obscuridad).

v' Sacar las perlas del horno, realizar vortex al menos 15 segundos. Agregar 15
uL de perlas en cada pozo. Hacer lo mismo para la otra tipificacion.

v" Programar el termociclador de la siguiente manera:

e 1 ciclo a 97°C durante 5 minutos.
e 1 ciclo a 47°C durante 30 minutos.
e 1 ciclo a 56°C durante 10 minutos.

e 1 ciclo a 56°C continuos.

v' Utlizar el SA-PE (R-phycoerythrin conjugated Streptavidin), previo vortex y
preparar la siguiente mezcla para n+1 reaccion, de la siguiente manera en un
Falcon:

v" Mezclar y dejar en oscuridad.
v' gregar en cada pozo 170 pL de la mezcla anterior, al terminar la hibridacion.
v" Colocar los pozos en la placa del equipo, llevarlos al Luminex y hacer la

lectura.

El analisis de los resultados de la tipificacién de SSO se utiliza para determinar la
presencia o ausencia de secuencias particulares en el ADN amplificado y para

identificar los alelos posibles en la muestra.

5.10. GENOTIPIFICACION DE LOS POLIMORFISMOS VDR, PTPN22, TNF .

Los polimorfismos de los sistemas PTPN22, TNF y VDR se genotipificaron
mediante PCR en tiempo real (RT-PCR) utilizando los estuches disponibles
comercialmente TagMan® SNP Genotyping respectivamente) de la casa Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA.Los ensayos de genotificacion se realizaron en
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un equipo de RT-PCR ABI Prism 7300, de Applied Biosystems. La asignacion
genotipica se realiz6 automaticamente mediante la aplicacion Allelic Discrimination
(Applied Biosystems), la cual tuvo en cuenta una calidad de amplificacion 290%

por muestra.

La técnica se basa en sondas de hibridacibn método que usa dos sondas de
oligonucledtidos marcados con dos colorantes diferentes (fluoresceina y
ligthCycler- Red 640) que hibridan sobre la secuencia interna de ADN blanco. Los
colorantes solo interactian cuando se han unido a la secuencia de ADN.

En la fase de anillamiento en el ciclo de PCR los oligonucleétidos hibridizan en la
region adyacente del ADN blanco, Los fluoréforos que estan perfectamente
acoplados a los oligonucleétidos hibridan muy cercanos, La sonda donadora F1
marcada en su extremo 3’ con fluoréforo que es excitado por una luz externa
entonces pasa esa excitacion como energia a la sonda F2 o aceptora marcada
en el extremo 5’ emitiendo luz que se puede medir a 640 nm cual es captada por
el equipo para crear la curva de amplificacion, esta sonda debe ser bloqueada en
su extremo 3’con un grupo fosfato para evitar su extension durante la reaccién.
Las diferencias de la temperatura de los picos de meeting nos permiten evaluar los

picos de los genotipos homocigoto silvestre, heterocigoto y homocigoto mutado.

5.10.1 PROCEDIMIENTO PARA REALIZACION DE RT-PCR: VDR

v' Ajuste de la concentracién de ADN:
v" Una vez extraido y cuantificado el ADN, su concentracion se ajusta entre
200 y 300 ng/pL con solucion TE 1x.
v' Dispensar en los pozos : 6 uL de muestra de ADN.

v' Agregar 14 pyL de la master mix a cada pozo
master mix: Buffer tagman master mix 10 ul

e Enzima 0.25 pL
e Agua 3.75 pL.

v' mezclar y compactar el volumen de reaccion.
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v Llevar al termociclador en tiempo real 7500 Real Time PCR System, Applied
Biosystem.

Los Primers empleados para cada SNPs evaluado fueron:

e Bsml (rs1544410): f5-CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3’

r 5-AACCAGCGGGAAGAGGTCAAGGG-3’
PRODUCTO PCR (ph): 825 pb

o Apal (1s7975232): f5-CAGAGCATGGACAGGGAGCAA-3’

r 5-GCAACTCCTCATGGCTGAGGTCTC-3’
PRODUCTO PCR (pb): 740 pb

e Tagl (rs731236): f 5-CAGAGCATGGACAGGGAGCAA-3’

r5-GCAACTCCTCATGGCTGAGGTCTC-3’
PRODUCTO PCR (pb): 740 pb

e Fokl (rs2228570): f5-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3

r 5-ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3'
PRODUCTO PCR (ph): 265 pb

Temperaturas de la reaccion:

Thermal Profile | Auto Increment | Ramp Rate |

Stage 1 Stage 2 Stage 3
Reps I' ] Reps I‘

Reps I-::l |

95.0 [es.0

10:00 [o:15

00

50.0

i

2:00

Add Cycle| Add Hold \ Add Step \ Add Dissociation Stage | | Help |

6.10.2. PROCEDIMIENTO PARA REALIZACION DE RT-PCR: PTPN22

Genotipificaciéon del alelo C1858T (rs2476601) (PTPN22) Protein tyrosine
phosphatasa N22 Tipificacion molecular del SNP rs2476601: se determino
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mediante tecnologia de PCR en Tiempo real. (7500 System SDS. Applied
Biosystems). para lo cual se utilizaran los siguientes primers:
5-CCAGCTTCCTCAACCACAATAAATG-3’ (sense) y
5-CAACTGCTCCAAGGATAGATGATGA-3’ (antisense).

Igualmente se usaran sondas Tagman menores :

5’-caggtgtccatacagg-3’ y 5’-caggtgtccgtacagg-3’° marcadas con las sustancias
fluorescentes VIC y FAM respectivamente.

Location on NCBI
Chromosome ~ Genome
Assembly

Gene Transcript

EntrezGenelD Shacks| Jopel R ooy

AssayID Symbol Accession Band  Build Number

C_16021387_20| PTPN22 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 (ymphoid) 26191 NA s::i?:s 132 N 1 114377568

Reporter Reporter

Reporter Reporter

Assay ID 2 Dye

Context Sequence

1 Dye

Quencher Quencher

|C_16021387_20 || vic | NFQ | FAN | NFQ || ACCACAATAATGATTCAGGTGTCCIAGITACAGGAAGTGGAGGGGGGATTTCA |

v' Trabajar en camara de flujo laminar todo el montaje.

v" Preparar 10 pyL de las muestras de ADN a 4.5 ng/uL utilizando como diluyente
H,O MQ. Cada ADN stock llevarlo a 900 ng en 200 uL, para que quede a 4.5
ng/uL

v' Tomar una placa de 96 posos

\

Dar vortex a la Master Mix (MX) por lo menos por 10 segundos.

v" Montar la reaccion de PCR (En oscuridad):
- Agregar 6,0 uL de ADN diluido en agua, en los posos respectivos.
- Agregar 6,0 pL de H,O MQ en el poso Control Negativo.

v" Preparar en un eppendorf la siguiente mezcla (por muestra):

- H,O MQ 6,0 puL
- Master mix 12,5 uL
- SNP 0,5 pL (Queda a una concentracion de 1.6 X)
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Nota: el SNP viene de la casa comercial a una concentracién de 80X

v Agregar 19,0 uL de la respectiva mezcla anterior.

v" Mezclar mediante una ligera centrifugacion.

v' Amplificacién: Programar el termociclador (7500 System SDS. Applied

Biosystems). asi:
Lectura Lectura
previaala Amplificacién posterior a
PCR la PCR
Fase de Fase de Ciclo (50 ciclos) Fase de
Fase/Paso espera espera Desnatura- Hibridacion/ espera
lizacién extension
Temperatura 60 °C 95 °C 92°C 60 °C 60 °C
Tiempo 00:00:30 00:10:00 00:00:15 00:01:00 00:00:30
(hh:mm:ss)
Recogida de Si No No Si Si
datos

Colocar la placa en el equipo e interpretar.

5.10.3. PROCEDIMIENTO PARA REALIZACION DE RT-PCR: TNF a

v Cuantificar y ajustar el ADN final con una concentracion total de 54 ng/uL.

v/ preparar master mix por reaccion:
e Buffer tagman mastermix--10 pL

e Enzima---------------m-mmmmeee 0.25 uL

o Agua-----------=-m-m-s==mm—emeeen- 3.75 puL

®  ADN-----memmmemme e 6 YL (se agrega en el pozo directamente)
Total volumen------------------------ 20 pL de reaccion

v' Sembrar mezcla anterior y sellar

v centrifugar y llevar al termociclador en tiempo real (7500 Real Time PCR
System, Applied Biosystem).
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Run Methed

)

Pre-PCR Read (Holding Stage) Holding Stage Cycling Stage IF'ost—PCR Read (Holding Stage)

Mumber of Cycles: 40 %
Enable AutoDelta
Starting Cycle: 2 S

100 —|

76 —|

&0 —|

25 —|

0—
{ Legend

Data Collection On Data Collection Of A AutoDeltaOn A AutoDelta OFf

Ciclos de temperatura

Distribuido por Appled Biosystems- Catalogo # 4351379

DATOS DEL SNP: TNFa-238 0 rs361525

SNP ID: rs361525

Gene : »LOC100287329 » LTA » LTB ¥ TNF

Gene Name: tumor necrosis factor

Chromosome Location: Chr.6: 31543101 - 31543101 on NCBI Build 37

Polymorphism: A/G, Transition Substitution

Context Sequence [VIC/FAM]:
GGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATCJIA/GIGAGCAGGGAGGATGGGGAGTGTGAG

DATOS DEL SNP : TNFa-308 0 rs1800629

SNP ID: rs1800629

Gene : »LOC100287329 » LTA P LTB ¥ TNF

Gene Name: tumor necrosis factor

Chromosome Location: Chr.6:31543031 on NCBI Build 37

Polymorphism: A/G, Transition Substitution

Context Sequence [VIC/FAM]:
GAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATG[A/G]IGGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTCC
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5.11. ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis de la data utilizara el programa software estadistico SPSS v20 (IBM®
SPSS® Statistics 20; IBM Corp., USA). La informacion recolectada en el
instrumento utilizado, se almaceno en una base de datos del programa Excel para
luego ser exportada a SSP20. El analisis incluyo el estudio de las caracteristicas
inmunoldgicas, sociodemografica, los resultados de la dosificacion de Vit D y
adipocinas en suero y los marcadores genéticos obtenidos. Se calcularon las
frecuencias alélicas y fenotipicas. Se hizo chi cuadrado para identificacion de
asociaciones, se calculé el OR para cada alelo y cada genotipo y haplotipo, se

determiné equilibrio de Hardy-Weimberg.

La fuerza de asociacion se calcul6 usando el programa power and simple size
calculation version 2.1.30. La diferencias se consideran estadisticamente
significativas cuando el valor de p fue <0.05, se utilizaron la correccion de
Bonferroni cuando fue necesario para corregir la data obtenida en cada genotipo.

Para el componente descriptivo de las variables clinicas se utilizaran estadisticos

de tendencia central y paramétricos. Se utilizaron ANOVA cuando se requirio.

La data fue analizada por regresion lineal y regresion logistica y andlisis
estadistico multivariado, con el fin de estudiar la relacién entre los resultados de

las pruebas seroldgica de Vit D y adiponectinas Con los polimorfismos estudiados

La distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas fueron testeadas con el
Test de desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg y comparadas entre los casos
y controles usando el Test de diferenciacion de muestras de Arlequin v3.5. Las
asociaciones de las frecuencias genotipicas y alélicas con la enfermedad se
realizaron mediante la prueba de x> de Pearson con razén de verosimilitud. A las

comparaciones multiples se les realizo correccion de Bonferroni. Ademas, se
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calcularon factores de riesgo (OR) y sus correspondientes intervalos de confianza

del 95% usando modelos de regresion logistica ajustada (edad y sexo).

El analisis de haplotipo empled el paquete estadistico “Haplo.stats v1.6.8” (R
version 3.0.2; http://www.r-project.org), con este paquete se corrieron las
funciones Haplo.em (estimacion de frecuencias haplotipicas), Haplo.score
(estimacion de asociaciones de haplotipos con rasgos categoricos o cuantitativos),
Haplo.cc (Modelos de regresion logistica para la estimacion de riesgo - OR [95%
IC] ajustado por edad y sexo, excluyendo alelos con frecuencias <1%, y 10.000
simulaciones que refinan el valor de p [Psim]). La significancia estadistica fue

interpretada como p<0.05.
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6.1 PROYECTOI.

ASOCIACION DE LOS SISTEMAS PTPN22, VDR, MHC Y LOS NIVELES
SERICOS DE VITAMINA D EN ADULTOS DEL CARIBE COLOMBIANO CON
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO SIN DANO RENAL.

Con la finalidad de analizar la asociacion genética de los loci de PTPN22
(rs2476601), HLA-DRB1, HLA-DQB1 y VDR (Tagql [rs731236], Apal [rs7975232],
Fokl [rs2228570] y Bsml [rs1544410]) con LES y el biomarcador Vitamina D. De la
distribucion de la enfermad, se demostré un comportamiento sexo dependiente,
siendo mas frecuente en mujeres con LES (94%; n=125) en comparacién a las
mujeres control (59%; n=59) (p=0.00) comportandose como un factor de riesgo
para LES [OR:10.8; 95%IC: 4.7 - 24.6].

La distribucidbn segun sexos del LES demostr6 un comportamiento sexo
dependiente, siendo mas frecuente en mujeres, (94%) en comparacién con la
distribucion demografica normal en Colombia (59% de mujeres (p=0.00)

comportandose como un factor de riesgo para LES [OR:10.8; 95%IC: 4.7 - 24.6].

6.1.1 Distribuciéon de los loci de PTPN22 (rs2476601), TNF (rs1800629,
rs361525) y VDR (Taql [rs731236], Apal [rs7975232], Fokl [rs2228570] y Bsml
[rs1544410]).

La distribucién del polimorfismo rs2476601 de PTPN22, demostr6 que el genotipo
AA no se encuentra presente en la poblacion de estudio. Sin embargo el alelo A se
encuentra en el 3.4% de la poblacion. La distribucién de esta variante genética es
similar entre casos y controles por lo tanto este polimorfismo de PTPN22 no se

asocia con la enfermedad (Tabla 6.1-1)
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Tabla 0-1. Asociacién del locus PTPN22 con LES.

Casos Controles
H-W+t H-Wf OR  os0p|c  valorde
n=133 % n=100 % p¥

PTPN22 [rs2476601]

AA -

AG 7 5.3 1 1 55  0.6-45.4 0.57
GG 126 94.7 99 99 0.18 0.02-1.50

A 7 2.6 1 0.5 5.37 0.6 — 44

G 259 o974 100 199 995 00 518  002-15 0.059

*: Valor de p <0,05 con correccion de Bonferroni.

1: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.
¥: Razon de verosimilitud de Chi2.

OR [95%IC]: Modelos de regresion logistica.

Por otra parte, entre los SNPs evaluados de VDR, Fokl se asoci6 con LES a nivel
de alelos. La distribucién genotipica de este polimorfismo demostré el genotipo AA
en el 18% (n=20) de los casos a diferencia de los controles (12%; n=12), seguido
por el heterocigoto AG en el 45.9% (n=51) de los casos y 37% (n=37) de los
controles; en cuanto a GG el 36% (n=40) de los casos portaron este genotipo
mientras que en los controles fue del 51% (n=51) (p=0.08). En cuanto a la
distribucién alélica, el alelo A se portd6 como un factor de riesgo para LES
[OR:1.58; 95%IC: 1.05 - 2.36] (p=0.025) a diferencia del alelo G. La distribucion
del equilibrio de Hardy-Weinberg demostré que los SNPs Apal (Controles) y Bsml

(Casos) no se encontraron en equilibrio genético (Tabla 6.1 - 2).
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Tabla 0-2 Asociacién del locus VDR con LES.

Casos H-Wt Controles HWt OR 95% IC Valor de
n=111 % n=100 % p¥

Fokl [rs2228570]

AA 20 18.0 12 12 2.12 09-4.8

AG 51 45.9 37 37 175 09-3.17 0.081
GG 40 36.0 51 51 0.47 0.20-1.07

A 91 41.0 61 30.5 158 1.05-2.36 N
G 131  59.0 1.00 139 695 1.00 0.63 0.42-0.94 0.025
Apal [rs7975232]

AA 25 22.5 24 24 0.61 02-1.4

AC 59 53.2 60 60 0.58 02-1.1 0.317
CC 27 24.3 16 16 1.62 0.7-3.7

A 109 49.1 108 54 , 082 056-1.20

C 113  50.9 1.00 92 46 0.03 121 0.83-1.78 0.314
Taql [rs731236]

AA 67 60.4 56 56 2.39 0.6-8.3

AG 40 36 36 36 2.22 0.6-8.0 0.371
GG 4 3.6 8 8 041 0.1-1.46

A 174 78.4 148 74,0 1.27 0.81-1.99

G 48 21.6 1.00 52 26,0 1.00 0.78 05-1.23 0.291
Bsml [rs1544410]

CC 55 49.5 55 55 2.33 05-94

CT 53 47.7 38 38 325 0.7-134 0.169
TT 3 2.7 7 7 0.42 0.1-1.7

C 163 734 . 148 74 0.97 0.62-1.49

T 59 26.6 0.04 52 26 1.00 1.03 0.6-1.59 0.893

*: Valor de p <0,05 con correccion de Bonferroni.

1: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.
¥: Razon de verosimilitud de Chi2.

OR [95%IC]: Modelos de regresion logistica.

6.1.2 Distribucion de los loci HLA-DRB1 y HLA-DQB1.

El locus *DRB1 mostr6 49 variantes distintas en general; 39 entre los casos y 41
en los controles estimando una diferencia significativa en cuanto a la distribucién
alélica entre los dos grupos (p=0.00). En los casos los alelos *0807, *0813, *0901,
*1103, *1316, *1406, *1409 y *1503 se presentaron Unicamente en ellos a

diferencia de los controles (Tabla 6.1- 3).
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Tabla 0-3. Distribucion alélica del locus HLA-DRB1 y su asociacién con LES.

Casos H-Wt Controles H-W1 Valor de p
2n=266 % 2n=200 % Intergrupos§
HLA DRB1

*0101 8 3,0 12 6,0
*0102 5 1,9 1 0,5
*0103 1 0,37 7 35
*0301 25 9,4 13 6,5
*0302 17 6,4 3 1,5
*0401 12 4,5 4 2,0
*0402 6 2,3 2 1,0
*0403 8 3,00 3 1,5
*0404 6 2,3 4 2,0
*0405 3 1,1 4 2,0
*0406 1 0,37 1 0,5
*0407 16 6,01 7 3,5
*0408 --- --- 1 0,5
*0409 1 0,5
*0411 6 2,25 13 6,5
*0415 3 15
*0701 23 8,6 27 13,5
*0801 6 3,0
*0802 7 2,63 4 2,0
*0803 2 0.8 2 1,0
*0804 4 1,50 3 1,5
*0807 1 0,4
*0813 1 0,4
*0901 4 1,50
*1001 2 0,75 0,34 5 25 0,56 0.00*
*1101 8 3,0 9 4,5
*1102 5 1,9 8 4,0
*1103 2 0,8
*1104 4 1,50 3 1,5
*1105 1 0,5
*1201 3 1,1 5 2,5
*1301 9 3.4 11 55
*1302 6 2,25 5 2,5
*1303 5 1,9 2 1,0
*1304 2 0.8 1 0,5
*1305 1 0,5
*1312 --- - 1 0,5
*1316 2 0.8
*1401 8 3,00 7 3,5
*1402 8 3,00 4 2,0
*1406 2 0,75
*1409 1 0,37
*1417 - --- 1 0,5
*1501 17 6.4 9 4,5
*1502 1 0,37 1 0,5
*1503 18 6,76
*1601 --- - 1 0,5
*1602 7 2,63 3 15
*1604 --- - 1 0,5

*: Valor de p <0,05 con correccion de Bonferroni.

t: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.

§: Test exacto de diferenciacion de muestras basada en las frecuencias haplotipicas, mejorado con 100.000
pasos de la cadena Markov. ¥: Razon de verosimilitud de Chi2. OR [95%IC]: Modelos de regresion logistica.
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Al agrupar los alelos, el grupo de alelos *03 y *15 se comportaron como factores

de riesgo para LES dada su distribucion entre los casos 15.8% (n=42) y 13.5%
(n=36), respectivamente con valores de OR de 2.15 (95%IC: 1.17 - 3.96) y 2.97
(95%IC: 1.43 - 6.14) (Tabla 6.1-4).

Tabla 0-4. Distribucion alélica del locus HLA-DRB1 (grupos) y su asociacion con LES.

HLA DRB1
*01
*03
*04
*07
*08
*09
*10
*11
*12
*13
*14
*15
*16

Valor de

Casos ] Controles HWY Valor de p OR 950 |C. slelo p

2n=266 % 2n=200 % Intergrupos§ especifica¥
14 53 20 10,0 0.5 0.2-1.0 0.053
42 15,8 16 8,0 2.15 1.17 - 3.96 0.01*
58 21,8 43 21,5 1.01 0.65 - 1.59 0.937
23 8,6 27 13,5 0.60 0.33-1.09 0.096
15 5,6 15 7,5 0.73 0.35-1.54 0.420
4 1,5 0.034*
2 0,8 0,56 5 25 0,35 0.002* 0.29 0.05-1.53 0.124
19 7,1 21 10,5 0.65 0.34-1.25 0.203
3 1,1 5 2,5 0.44 0.10-1.88 0.262
24 9,0 21 10,5 0.84 0.45-1.56 0.594
19 7,1 12 6,0 1.20 0.57 -2.54 0.623
36 13,5 10 5,0 2.97 1.43-6.14 0.002*
7 2,6 5 2,5 1.05 0.33-3.37 0.929

*: Valor de p <0,05 con correccién de Bonferroni.
t: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.
§: Test exacto de diferenciacion de muestras basada en las frecuencias haplotipicas, mejorado con 100.000 pasos de la cadena

Markov.

¥: Razon de verosimilitud de Chi2.
OR [95%IC]: Modelos de regresion logistica.

En cuanto al locus *DQB1 mostro 23 variantes distintas en general; 18 entre los

casos Yy 20 en los controles estimando una diferencia significativa en cuanto a la

distribucion alélica entre los dos grupos (p=0.00). En los casos los alelos *0309,

*0609 y *0611 se presentan unicamente entre los casos (Tabla 6.1 - 5).
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Tabla 0-5. Distribucion alélica del locus HLA-DQB1 y su asociacion con LES.

Casos H-W1 Controles H-WY Valor de p
2n=266 % 2n=200 % Intergruposs§
HLA DQB1

*0102 -— - 1 0,5

*0201 27 10,15 25 12,5

*0202 20 7,51 13 6,5

*0203 5 1,87 1 0,5

*0301 52 19,54 47 23,5

*0302 45 16,91 30 15,0

*0303 4 15 5 2,5

*0304 - --- 1 0,5

*0305 1 0,4 1 05

*0309 6 2,25

*0401 1 0,5 .
*0402 19 7,14 0.36 16 go 76 0.005
*0501 27 10,2 23 11,5

*0502 4 1,50 3 15

*0503 6 2,3 4 2,0

*0511 - - 1 0,5

*0601 3 1,12 5 2,5

*0602 36 13,5 9 4.5

*0603 4 15 7 3,5

*0604 2 0,75 6 3,0

*0609 4 1,50

*0611 1 0,37

*0629 --- 1 0,5

*: Valor de p <0,05 con correcciéon de Bonferroni.

t: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.

§: Test exacto de diferenciacion de muestras basada en las frecuencias haplotipicas, mejorado con 100.000 pasos de la
cadena Markov.

¥: Razon de verosimilitud de Chi2.
OR [95%IC]: Modelos de regresion logistica.
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El analisis por grupo de alelos no demostro asociacion con la enfermedad (p=0.57)
(Tabla 6.1-6).

Tabla 0-6. Distribucion del locus HLA-DQBL1 (grupos) y su asociacion con LES.

Casos Controles Valor de p
H-W1 Hwt VAOrdeP op gspic  alelo
2n=266 % 2n=200 % Intergruposs especifica¥
HLA DQB1
*01 1 05 0.193
*02 52 19,54 39 195 1.0 0.6-1.59  0.989
*03 108 40,60 84 42,0 094 06-137  0.761
*04 19 714 94 47 g5 057 057 082 041-163 0588
*05 37 13,90 31 155 0.88 0.52-1.47  0.631
*06 50 18,79 28 14,0 142 08-2.35  0.167

*: Valor de p <0,05 con correccion de Bonferroni.

t: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.

8: Test exacto de diferenciacion de muestras basada en las frecuencias haplotipicas, mejorado con
100.000 pasos de la cadena Markov.

¥: Razon de verosimilitud de Chi2.

OR [95%IC]: Modelos de regresén logistica.

6.1.3 Andlisis por Haplotipo.

El andlisis por haplotipo demostré que en el locus VDR el haplotipo A/C/C/A [Taqgl-
Apal-Bsml-Fokl] se comporta como un factor de riesgo para LES [OR:2.28;
95%IC: 1.12 - 4.66] (p=0.0 y Ps=0.00) teniendo como referencia el haplotipo
A/C/CG (Tabla 6.1-7).

Mientras que en el loci de HLA *DRB1 y *DQB1 los haplotipos *0701 / *0201 y
*0411 / *0302 se comportan como factores protectores con valores OR de 0.10 y

0.22 respectivamente (Ps=0.00 y Ps=0.03, respectivamente) (Tabla 6.1- 8).
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Tabla 0-7. Asociacién de haplotipos de VDR como factores de riesgo de LES.

Taql Apal Bsml

Frec. Haplotipica Frec. Haplotipica

Valor de

Valor de p

0, 0,
[rs731236] [rs7975232] [rs1544410]  TOKI [rs2228570] %) 06) p¥ Simulados OR ~ 9%IC
Controles Casos

A A C G 0.23 0.158 0.052 0.058 090 04-17
G A T G 0.13 0.107 0.114 0.107 095 0.4-2.2
A c c G 0.298 0.215 0.135 0.137 1
G A T A 0.103 0.0726 0.666 0.669 094 04-2.2
A A c A 0.0601 0.0642 0.593 0.600 128 0.4-3.6
A c c A 0.14 0.259 0.00* 0.00* 228 1.12-4.66
A A T G 0.0094 0.0575 0.00* 0.00* 147 0.2-767

¥: valor de p empirico.
8: valor de p simulado
£: Valor de Referencia para el modelo de regresion logistica
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Tabla 0-8. Asociacién de haplotipos de los loci *DRB1-*DQB1 como factor de riesgo de LES.

Frecuencia Frecuencia

HLADRBL  HLADQBI1 Haplotipica (%) Haplotipica (%) OR 9% IC  valor de Valor de p
p¥ Simulado§
Controles Casos

*0701 *0201 0.045 0.003 0.10 0.0-0.88 0.005* 0.003*
*0411 *0302 0.055 0.018 0.22 0.0-0.85 0.030* 0.038*
*0101 *0501 0.055 0.022 0.35 0.0-1.33 0.059 0.046
*1101 *0301 0.040 0.015 021 0.0-1.0 0.087 0.122
*1301 *0603 0.035 0.015 0.24 0.0-1.19 0.154 0.141
*1102 *0301 0.040 0.018 041 0.0-1.78 0.162 0.168
*0701 *0202 0.064 0.056 0.61 0.2-1.7 0.707 0.756
*1401 *0503 0.020 0.022 1.18 0.2-54 0.848 0.748
*1402 *0301 0.020 0.022 049 0.0-26 0.848 0.749
*0802 *0402 0.020 0.022 091 0.1-41 0.848 0.781
*0301 *0201 0.060 0.082 1 --- 0.336 0.357
*1501 *0602 0.035 0.063 122 03-3.8 0.169 0.219
*0407 *0302 0.025 0.060 186 05-6.4 0.094 0.103
*0302 *0301 0.005 0.047 7.89 0.8-71 0.009* 0.008*

¥: valor de p empirico.
§: valor de p simulado

En cuanto a la influencia de los loci de PTPN22, VDR y HLA-DQBL1 sobre los
niveles séricos de de la vitamina D, estos no mostraron asociacion alguna. Solo el
HLA-DRB1*16 se mostré como factor de riesgo para la insuficiencia de vitamina D
(OR: 4.43; 95%IC: 1.3 - 14.3) (p=0.021) (Tabla 6.1-9).
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Tabla 0-9. Distribucion alélica del locus HLA-DRB1 y su asociacion con la vitamina D.

Insuficientes Suficiencia Valor de p or 05 I Va'{ggge p
n=68 % n=398 % Intergrupos§ especifica¥
HLA DRB1

*01 6 8,8 28 7,0 1.27 0.5-3.21 0.609
*03 7 10,3 51 12,8 0.78 0.3-1.8 0.552
*04 9 13,23 92 23,1 0.50 0.2-1.06 0.055
*07 11 16,2 39 9,8 1.77 0.8-3.6 0.136
*08 4 59 26 6,5 0.89 0.3-2.6 0.838
*09 2 2,9 2 0,50 6.0 0.8-43 0.093
*10 1 1,5 6 15 0.203 0.97 0.1-8.2 0.981
*11 5 7,35 35 8,8 0.82 0.3-21 0.689
*12 2 2,9 6 1,5 1.98 0.3-10 0.436
*13 5 7,4 40 10,1 0.71 0.2-1.8 0.472
*14 6 8,82 25 6,3 1.44 0.5-3.6 0.454
*15 5 7,35 41 10,3 0.69 0.2-1.8 0.435
*16 5 7,35 7 1,8 4.43 1.3-14.3 0.021*

*: Valor de p <0,05 con correccion de Bonferroni.

§: Test exacto de diferenciacion de muestras basada en las frecuencias haplotipicas, mejorado con 100.000 pasos de la
cadena Markov.

¥: Raz6n de verosimilitud de Chi2.

OR [95%IC]: Modelos de regresion logistica.

6.1.4 Marcadores Séricos.

Se analizo la expresion sérica de vitamina D. Aunque entre los casos y controles los
niveles séricos de Vitamina D se encuentran entre los niveles suficientes - 88.7% (n=118)
de los casos y el 81% (n=81) de los controles - los casos presentan niveles
significativamente mayores, en comparacion a los casos (49.5 + 24.06 ng/ml y 38.6 +
13.23 ng/ml, respectivamente) (p=0.00) (Figura 6.1.1, 6.1.2).
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Figura 0.1 Concentraciones séricas de vitamina D en casos con LES.
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Figura 0.2 Concentracién de vitamina D segun valores de referencia.
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6.2 PROYECTO Il.

ASOCIACION DE POLIMORFISMOS DE LOS SISTEMAS GENETICOS VDR,
MHC, TNF-ALFA, PTPN22 Y DEL BIOMARCADOR MOLECULAR VITAMINA
D CON EL ENDOTIPO NEFRITIS LUPICA CLASE IV EN PACIENTES
ADULTOS COLOMBIANOS.

Se realiz6 un estudio de casos y controles en 49 sujetos con diagndstico de
“Lupus eritematoso sistémico (LES) con endotipo de “Nefritis Lupica Tipo IV (NF-
IV)” y 97 individuos sanos de Colombia con un promedio de edad de 32 + 10.4

afos; el diagnéstico de la enfermedad se determind segun los criterios de la ACR.

Dentro de los criterios clinicos de evaluacion de la enfermedad, el 79.6% (n=39)
de los casos presentaron un indice de actividad de LES - SLEDAI “Severo” (Score
= 8). Este pico de severidad se asocio significativamente con la edad promedio de
diagnéstico, la cual se observo entre la segunda y tercera década de la vida en el
71.4% (n=35) de los individuos afectados; (p=0.00). Por otra parte, la enfermedad
demostré un comportamiento sexo dependiente, siendo mas frecuente en mujeres
que en hombres (79.5% [n=39] Vs 20.4% [n=10]; p=0.01). En cuanto a los
antecedentes familiares de enfermedad autoinmune, el 16.3% (n=8) de los casos
refirio algun padecimiento; el 8.2% (n=4) de ellos hizo menciéon de antecedentes
de artritis reumatoide, LES (4.1%), sindrome antifosfolipidos (2%) y otras

enfermedades del tejido conectivo (2%) (Tabla 6.2-1).
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Tabla 6.2-1. Descripcion de la poblacion de estudio.

Casos Controles OR 95% IC Valor de
n=49 % n=97 % p¥
Sexo
Masculino 10 20.4 40 41.2 0.36 0.16-0.81 0.01*
Femenino 39 795 57 58.7 273 1.22-6.11 '
Edad
< 20 afios 7 14.3
21a40afios 32 65.3
=241afos 10 204
Edad Dx de LES
<20afos 9 18.4 0,0 0,0
2l1a40afios 35 714 0,0 0,0 0.00*
241afos 5 10.2 0,0 0,0 '
NA O 0,0 97 100,0
SLEDAI
Severo (Score=28) 39 79.6 0,0 0,0
Moderado (Score4-7.9) 7 143 0,0 0,0 0.00%
Leve (Score2-3.9) 1 2,0 0,0 0,0 ’
Inactividad (Score < 2) 2 4.1 97 100
Antecedente Familiar de Enf. Autoinmune
Presente 8 16.3 0,0 0,0 0.00%
Ausente 41 83.7 97 100 )
Artritis Reumatoide 4 8.2 0,0 0,0
Lupus Eritematoso Sistémico 2 4.1 0,0 0,0 0.00*

Sindrome Antifosfolipidos 1 2,0 0,0 0,0
Enf. del Tejido Conectivo 1 2,0 0,0 0,0

*: Valor de p <0,05. ¥: Razdn de verosimilitud de Chi2.

En el presente estudio se evaluaron marcadores genéticos de los loci de PTPN22
(rs2476601), HLA-C, HLA-B, TNF (rs1800629, rs361525), HLA-DRB1, HLA-
DQB1, VDR (Fokl [rs2228570], Apal [rs7975232], Taql [rs731236] y Bsmi
[rs1544410]) con la finalidad de identificar asociaciones genéticas con
endofenotipo de LES como es el diagnostico de nefritis Lupica tipo IV.

Las distribuciones alélicas de las variantes genéticas de PTPN22, TNF-alfa, VDR,
HLA-DRB1 y HLA-DQB1 genotipificadas no mostraron una desviacion significativa
del equilibrio de Hardy — Weinberg tanto en el grupo de casos como de controles.

Sin embargo, HLA-C no se encontré en equilibrio H-W en el grupo control, al igual
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que HLA-B en el cual ambos grupos se desviaron del equilibrio genético H-W
(Tabla 6.2-2 a 6.2-8).

6.2.1 Distribuciones genotipicas y alélicas del SNP rs2476601 [A/G] en el gen
PTPN22 [Chr: 1p13.2] y riesgo de nefritis lupica NL-IV en casos y controles.

A propasito de la distribucion alélica, el alelo A fue el alelo de menor distribucion
en toda la poblacion de estudio con un 2.4% (2n=7) de frecuencia. A su vez este
alelo mostré una diferencia estadistica en su distribucion entre casos y controles
(6.1% [2n=6] Vs 0.5% [2n=1], respectivamente comportdndoce como un factor de
riesgo para el desarrollo de la enfermedad con un OR de 12.5 (95% IC=1.49-106;
p=0.02) en comparacion al alelo G cuyo OR fue de 0.79 (95% 1C=0.0-0.06;
p=0.02) (Tabla 6-2-2).

Tabla 6.2-2. Asociacién del SNP rs2476601 del gen PTPN22 con NF-IV.

Casos Controles Valor de
OR 95% IC
n=49 % HWt n=97 % H-Wt 0 p¥
rs2476601

AA - - - - - -

AG 6 122 110 1339  1.56-114 0.00**
GG 43 878 96 99,0 075  0.00-0.63

A 6 61 1 05 1258  1.49-106 )
¢ 92 939 99 193 995 Y00 579 o000-0067 O

*: Valor de p <0,05 con correccion de Bonferroni.

t: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.
¥: Razdn de verosimilitud de Chi2.

OR [95%IC]: Modelos de regresion logistica ajustado por sexo.

6.2.2 Distribuciones genotipicas y alélicas de los SNPs rs1800629 [A/G] vy
rs361525 [A/G] en el gen TNF [Chr: 6p21.3] y riesgo de nefritis lupica NL-IV

en casos y controles.

En cuanto al SNP rs1800629, las frecuencias de los genotipos AA y AG exhibieron
un incremento no significativo en los individuos con NF-1IV (4.1% [n=2] y 20.4%

[n=10], respectivamente), a diferencia de los controles (1% [n=1] y 13.4% [n=13]),
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con OR de 4.48 (95% I1C=0.3-51; p=0.26) y 1.72 (95% 1C=0.69-4.2; p=0.24)
respectivamente, teniendo como referencia el genotipo GG el cual fue mas
frecuente en los controles en un 85.6% [n=83]. Por otra parte, el alelo A fue el de
menor distribucion en un 9.9% [2n=29] del total de sujetos estudiados. A su vez no
se observo diferencia significativa en la distribucion alélica de este polimorfismo

entre casos y controles (Tabla 6.2-3).

Con respecto al SNP rs361525, el genotipo AA estuvo ausente entre los casos, a
diferencia de los sujetos controles cuya frecuencia fue del 2.1% [n=2]. En cambio,
el genotipo homocigoto GG fue el mas frecuente en ambos grupos (casos - 87.8%
[n=43] Vs controles - 87.6% [n=85]) seguido del heterocigoto AG (casos - 12.2%
[n=6]) Vs controles - 10.3% [n=10]). A pesar de la distribucién genotipica de este
SNP, su distribucion entre los casos y controles no mostraron diferencia
estadisticamente significativa (p=0.41). Algo similar ocurrié con las frecuencias
alélicas, donde el alelo A fue el menos frecuente (6.8% [2n=20]) en el total de la
poblacion de estudio (p=0.81) (Tabla 6.2-3).

Tabla 6.2-3. Distribucion genotipicay alélica del locus TNF.

Casos Controles Valor de
H-W H-W OR 95% IC
n=49 % L VR T ’ p¥
TNF
rs1800629
AA 2 4.1 1 1 4.48 0.30-51
AG 10 204 13 134 1.72 0.69-4.29 0.25
GG 37 75.5 83 85.6 0.22 0.02-253
A 14 14.3 15 7.7 1.89 0.91-4.30
G 84 85.7 0.23 179 923 0.44 0.5 0.23-1.08 0.09
rs361525
AA 0 0.0 2 2.1
AG 6 12.2 10 10.3 1.18 0.40-3.48 0.41
GG 43 878 85 87.6 1.01 0.35-2.88
A 6 6.1 14 7.2 0.83 0.31-2.25
G 92 93.9 1.0 180 92.8 0.07 1.19 0.44-3.20 0.81

*: Valor de p <0,05 con correccion de Bonferroni.

t: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.
¥: Razon de verosimilitud de Chi2.

OR [95%IC]: Modelos de regresion logistica ajustado por sexo.
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6.2.3 Distribuciones genotipicas y alélicas de los SNPs Fokl [rs2228570 A/G],
Apal [rs7975232 A/C], Taql [rs731236 A/G] y Bsml [rs1544410 C/T]) en el gen
VDR [Chr: 12913.11] y riesgo de nefritis lupica NL-IV en casos y controles.

De los cuatro SNPs de VDR evaluados, Fokl mostr6 asociacion con la NL-IV.
Ejemplo de esto es que los genotipos AA y AG se comporten como factores de
riesgo con valores de OR de 3.47 y 3.95 respectivamente; mostrando una
diferencia estadisticamente significativa en su distribucion entre casos y controles.
A diferencia del genotipo homocigoto GG el cual se comporta como factor
protector con un OR de 0.28 (95% 1C=0.09-0.84; p=0.00) (Tabla 6.2-4).

A proposito de las distribuciones alélicas, el alelo A fue el alelo de menor
frecuencia en la poblacién de estudio en un 36% (2n=105) de los individuos. A su
vez, este alelo se mostr6 como factor de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad con un OR de 2.16 (95% IC=1.3-3.56; p=0.01) con relacion al alelo G
el cual se exhibi6 como factor protector con un OR de 0.46 (95% 1C=0.2-0.7;
p=0.01 (Tabla 6.2-4).

En cuanto a los SNPs Apal [rs7975232], Taql [rs731236] y Bsml [rs1544410], a
pesar de presentar diferencias en la distribucién de sus genotipos entre el grupo
de casos y el grupo de controles, estas no fueron estadisticamente significativas.
A propésito de las frecuencias alélicas, los alelo C (45% [2n=130]), G (27%
[2n=78]), y T (27% [2n=78]) de estos SNPs respectivamente, fueron los menos
comunes en la poblacion de estudio. Que al igual que las distribuciones

genotipicas no exhibieron diferencias significativas (Tabla 6.2-4).
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Tabla 6-2-4. Asociacion del locus VDR con la presencia de NF-IV.

Casos H-Wt Controles H-WY OR 95% IC Valor de
n=49 % n=97 % p¥
Fokl [rs2228570]
AA 9 18,4 12 12,4 3,47 1,17 - 10,26
AG 29 59,2 34 351 3,95 1,74 - 8,96 0,00*
GG 11 224 51 52,6 0,28 0,09-0,84
A 47 48,0 58 29,9 2,16 1,30 - 3,56 N
G 51 520 9% 13 701 %% 046 o28-076 09
Apal [rs7975232]
AA 17 34,77 24 247 1,25 0,45 - 3,51
AC 23 46,9 57 58,8 0,71 0,27 - 1,85 0,36
CcC 9 18,4 16 16,5 0,7 0,28 - 2,21
A 57 58,2 105 54,1 1,17 0,72-1,92
C 41 41,8 0,77 89 459 0,10 0,84 0,51-1,38 0,53
Taql [rs731236]
AA 23 46,9 55 56,7 1,67 0,33-8,48
AG 24 49 34 351 2,82 0,55 - 14,48 0,21
GG 2 4,1 8 8,2 0,59 0,11 - 3,03
A 70 714 144 74,2 0,86 0,50-1,49
G 28 28,6 0,29 50 25,8 0,42 1,15 0,66 - 1,98 0.67
Bsml [rs1544410]
CC 25 51 54 55,7 0,81 0,21 - 3,02
CT 20 40,8 36 37,1 0,97 0,25-3,73 0,86
TT 4 8,2 7 7,2 1,23 0,33 -4,60
C 70 714 144 74,2 0,86 0,50-1,49
T 28 28,6 1,00 50 25,8 0.79 1,15 0,66 - 1,98 0.67

*: Valor de p <0,05 con correccion de Bonferroni.

1: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.
¥: Razon de verosimilitud de Chi2.

OR [95%IC]: Modelos de regresion logistica ajustado por sexo.

6.2.4 Distribuciones alélicas de los loci HLA-C, HLA-B, HLA-DRB1 y HLA-
DQBL1 en la ubicacion Chr: 6p21.3 y riesgo de nefritis [Gpica NL-IV en casos y

controles.

La distribucién alélica para HLA-C, HLA-B, HLA-DRB1 y HLA-DQB1l en la
poblacion estudiada, demostro 14 alelos para el locus *C, 29 alelos para el locus
*B, 44 alelos para *DRB1 y 22 alelos para el locus *DQB1. En cuanto al locus
HLA-C, tanto los casos como los controles comparten los mismos alelos sin
presentar diferencia significativa entre ambos grupos. Solo el alelo HLA-C*07 se

mostré como factor de riesgo para el desarrollo de NF-1V con un OR de 3.36 (95%
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IC=1.64-6.87; p=0.00) debido a su distribuci’'on entre casos y controles (31.6%
[2n=31] Vs 19.6% [2n=38], respectivamente) (Tabla 6.2-5).

Tabla 6.2-5. Distribucién alélica del locus HLA-C.

HLA C
*01
*02
*03
*04
*05
*06
*07
*08
*12
*14
*15
*16
*17
*18

Valor de
o v W e w Wi mdapels OF SSWIC ao
n=98 % n=194 % especifica¥
4 4.1 22 11.3 0.45 0.14-1.42 0.15
9 9.2 23 11.9 0.98 0.40- 2.39 0.97
12 12.2 31 16.0 0.93 041-211 0.86
14 143 37 19.1 0.64 0.29-1.43 0.27
3 3.1 2 1.0 422 0.74-23.9 0.09
4 4.1 3 1.5 2.78 0.59-12.9 0.19
31 316 38 19.6 3.36 1.64-6.87 0.01*
5 51 0.09 14 7.2 0.00* 0.1 0.57 0.17-1.86 0.33
2 2.0 6 3.1 0.78 0.14-4.18 0.77
2 2.0 5 2.6 0.98 0.17-5.59 0.99
4 4.1 3 1.5 2.04 0.39-105 0.39
5 51 3 1.5 2.78 0.59-12.9 0.19
2 2.0 4 2.1 0.98 0.17-5.59 0.99
1 2.0 3 1.5 0.65 0.6-6.44 0.7

*: Valor de p <0,05 con correcciéon de Bonferroni.

t: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.
§: Test exacto de diferenciacion de muestras basada en las frecuencias haplotipicas, mejorado con 100.000
pasos de la cadena Markov.
¥: Razon de verosimilitud de Chi2.

OR [95%IC]: Modelos de regresdon logistica ajustado por sexo.

Respecto al locus HLA-B, se observé una diferencia estadisticamente significativa

con relacion al nimero de alelos presentes en cada grupo (Casos - 20 alelos Vs

Controles - 27 alelos; p=0.00) compartiendo solo 18 alelos entre ambos grupos,

como es HLA-B*08 el cual se mostré como factor de riesgo para la enfermedad
con un OR de 12.1 (95% IC=2.5-58.1; p=0.02) y HLA-B*27 el cual tiende a ser un

posible factor protector dada su distribucién entre casos y controles (1% [2n=1] Vs

6.7% [2n=13]. respectivamente) (p=0.057) (Tabla 6.2-6).
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Tabla 6.2-6. Distribucion alélica del locus HLA-B.

HLA B
*03
*07
*08
*14
*15
*18
%27
*30
*35
*37
*38
*39
*40
*41
*42
*44
*45
*48
*49
*50
*51
*52
*53
*55
*57
*58
*67
*70
*78

Casos Controles Valor de p
) H- ) H- valordep oo g4, c alelo
n=08 % Wt n=104 9 WP  Intergrupos§ especifica¥
- 2 103 0.36
15 15.3 19 979 1.88 0.83-4.23 0.12
11 11.22 2 103 121 25-581 0.00*
6 6.12 8 412 1.46 0.43-4.86 0.54
9 918 16 824 1.23 0.49 - 3.05 0.65
4 408 7 36 1.34 0.36-5.02 0.65
1 1.02 13 6.7 0.13 0.01-1.06 0.01*
- 1 051 0.36
14 14.28 33 17.01 0.88 0.40-1.95 0.76
- 2 1.03 0.19
1 1.02 2 1.03 0.99 0.08-11.01  0.99
2 204 11 567 0.41 0.08-2.0 0.23
8 80 10 5.0 1.69 0.62-4.61 0.30
- 3 154 0.19
1 102 0.02* 5 257 0.00* 0.02* 0.48 0.05- 4.45 0.49
4 408 14 721 0.38 0.10-1.41 0.12
2 204 2 1.03 2.02 0.27-14.8 0.49
- - 2 1.03 0.19
1 1.02 6  3.09 0.31 0.03-2.7 0.23
2 204 4 206 1.33 0.21-8.25 0.76
7 714 18 9.27 0.62 0.21-1.82 0.37
1 1.02 2 103 2,00 0.12-32.6 0.63
6 6.12 6  3.09 1.72 0.49-5.95 0.39
- - 1 051 0.36
1 1.02 - - 0.13
- - 2 103 0.19
- - 2 103 0.19
- - 1 051 0.36
1 1.02 - - 0.13

*: Valor de p <0,05 con correccion de Bonferroni.

t: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.
§: Test exacto de diferenciacion de muestras basada en las frecuencias haplotipicas, mejorado con 100.000 pasos de
la cadena Markov.
¥: Razén de verosimilitud de Chi2.

OR [95%IC]: Modelos de regresion logistica ajustado por sexo.

Dentro de las moléculas MHC clase II, HLA-DRB1 presento¢ diferencia significativa

en el numero de alelos segun el grupo de estudio, los casos reportaron 31 alelos,

mientras que los sujetos sanos presentaron 40 alelos (p=0.00), compartiendo 26

alelos comunes en ambos grupos. Tal es el caso de HLA-DRB1*0102, el cual se
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reporta con mayor frecuencia en el grupo de casos (4.08% [2n=4]) en

comparacion al grupo control (0.5% [2n=1]), comportandose como un posible
factor de riesgo con un OR de 8.53 (95% IC=0.9-78; p=0.058). A diferencia del

alelo HLA-DRB1*0103 el cual se presentd solo entre los controles con una

frecuencia 3,6% (2n=7). HLA-DRB1*1503 estuvo presente solo entre los casos
con una distribucién de 7.14% (2n=7) (Tabla 6.2-7).

Tabla 6.2-7. Distribuciéon alélica del locus HLA-DRB1.

HLA DRB1

*0101
*0102
*0103
*0301
*0302
*0401
*0402
*0403
*0404
*0405
*0406
*0407
*0408
*0409
*0410
*0411
*0415
*0701
*0801
*0802
*0803
*0804
*0901
*1001
*1101
*1102
*1104
*1105
*1201
*1301
*1302
*1303
*1304

Casos Controles Valor de p
. H- . H- valordep — oo g5 alelo
n=98 % Wt n=194 % Wt Intergruposs§ especifica¥
2 2.04 11 57 0.33 0.07-1.56 0.12
4  4.08 1 0,5 8.53 0.92-78.5 0.03*
-- -- 7 3,6 -- -- 0.01*
10 10.2 12 6,2 1.59 0.62-4.0 0.33
5 5.1 3 1,5 356 0.81-15.5 0.08
1 1.02 4 2.1 0.48 0.05-4.45 0.49
1 1.02 2 1,0 0.99 0.08-11.1 0.99
-- -- 3 1,5 -- -- 0.11
3 3.06 4 2.1 2.04 0.39-10.5 0.39
3 3.06 4 2.1 151 0.32-7.05 0.6
-- -- 1 0,5 -- -- 0.36
5 5.1 6 3,1 1.72 0.49-5.95 0.39
-- -- 1 0,5 -- -- 0.36
1 1.02 1 0,5 20 0.12-326 0.63
1 1.02 -- -- -- -- 0.13
2 2.04 12 6,2 0.3 0.06-1.40 0.08
-- - 042 3 1,5 0.55 0.00** -- -- 0.11
10 10.2 27 13,9 0.53 0.22-1.28 0.14
1 1.02 6 3,1 0.38 0.04-3.37 0.34
2 204 4 2,1 0.98 0.17 -5.59 0.99
-- -- 2 1,0 -- -- 0.19
4 4.08 3 1,5 2.78 0.59-12.9 0.19
1 1.02 -- -- -- -- 0.13
3 3.06 5 2,6 1.2 0.27-5.24 0.81
3 3.06 8 4.1 0.72 0.18-2.8 0.64
1 1.02 8 4.1 0.23 0.02-1.9 0.1
1 1.02 3 1,5 0.65 0.06-6.4 0.7
-- -- 1 0,5 -- 0.36
2 204 5 2,6 0.778 0.14-4.18 0.77
2 204 11 5,7 0.33 0.07-1.56 0.12
5 5.1 5 2,6 1.72 0.49-59 0.39
2 204 2 1,0 20 0.27-14.8 0.49
-- -- 1 0,5 -- -- 0.36
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*1305 -- -- 1 0,5 -- -- 0.36
*1312 -- -- 1 0,5 -- -- 0.36
*1401 1 1.02 7 3,6 0.31 0.03-2.70 0.23
*1402 -- -- 4 2,1 -- -- 0.06
*1417 -- -- 1 0,5 -- -- 0.36
*1501 9 918 9 4,6 22 081-59 0.12
*1502 1 1.02 1 0,5 20 0.12-32.6 0.63
*1503 7 7.14 -- -- -- -- 0.00*
*1601 1 1.02 - - -- -- 0.13
*1602 4 4.08 3 15 278 0.59-12.9 0.19
*1604 -- -- 1 0,5 -- -- 0.36

*: Valor de p <0,05 con correccion de Bonferroni.

t: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.

§: Test exacto de diferenciacion de muestras basada en las frecuencias haplotipicas, mejorado con 100.000 pasos
de la cadena Markov.

¥: Razdn de verosimilitud de Chi2.

OR [95%IC]: Modelos de regresion logistica ajustado por sexo.

Referente a HLA-DQBL, el grupo de casos reportd 14 alelos mientras que el grupo
de controles presenté 20 (p=0.03), compartiendo solo 12 alelos. Dentro de los
cuales HLA-DQB1*0502 y *0602 son considerados como factores de riesgo para
la presencia de la enfermedad con valores de OR de 5.39 (95% I1C=1.008-28;
p=0.03) y 4.9 (95% IC=1.9-12.6; p=0.00) respectivamente. Por otra parte los alelos
HLA-DQB1*0309 y *0609 se reportan Unicamente en el grupo de casos con
frecuencias de 3.06% (2n=3; p=0.01) y 2.04% (2n=2; p=0.03). Contrario a esto el
alelo HLA-DQB1*0601 se presentd solo en los individuos controles con una
frecuencia de 2.57% (2n=5; p=0.04) (Tabla 6.2-8).
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Tabla 6.2-8. Distribucion alélica del locus HLA-DQB1.

Casos H- Controles 1. Valor de p Valor de p
OR 95% IC alelo
n=98 % Wt n=194 o Wt Intergrupos§ especifica¥
HLA DQB1
*0102 - - 1 0.51 - - 0.36
*0201 10 10.2 25 12.88 0.68 0.29-1.61 0.37
*0202 10 10.2 13 6.7 1.65 0.66 -4.10 0.28
*0203 -- -- 1 0.51 -- -- 0.36
*0301 15 15.3 45 23.19 0.54 0.26-1.14 0.1
*0302 14 14.28 28 14.43 0.88 0.40-1.95 0.76
*0303 2 2.04 5 2.57 0.78 0.14-4.18 0.77
*0304 - - 1 0.51 - - 0.36
*0305 -- -- 1 0.51 -- -- 0.36
*0309 3 3.06 - - - - 0.01*
*0401 - - 1 0.51 . - - 0.36
*0402 7 7.14 0.25 16 8.24 0.63 0.03 0.91 0.34-2.40 0.85
*0501 10 10.2 22 11.34 0.81 0.34-1.94 0.64
*0502 5 51 2 1.03 5.39 1.008 - 28 0.03*
*0503 1 1.02 4 2.06 0.48 0.05-4.45 0.49
*0511 -- -- 1 0.51 -- -- 0.36
*0601 - - 5 2.57 -- -- 0.04*
*0602 15 15.3 9 4.63 49 190-12.6 0.00*
*0603 2 2.04 7 3.6 0.64 0.12-3.32 0.58
*0604 2 2.04 6 3.09 0.64 0.12-3.32 0.58
*0609 2 2.04 -- -- -- -- 0.03*
*0629 - - 1 0.51 - - 0.36

*: Valor de p <0,05 con correccion de Bonferroni.

t: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.
§: Test exacto de diferenciacion de muestras basada en las frecuencias haplotipicas, mejorado con 100.000 pasos de

la cadena Markov.
¥: Razén de verosimilitud de Chi2.

OR [95%IC]: Modelos de regresén logistica ajustado por sexo.

6.2.5 Distribuciones haplotipicas de los loci HLA-C, HLA-B, TNF-rs1800629,
TNF-rs361525, HLA-DRB1, HLA-DQB1 [Chr: 6p21.3] y riesgo de nefritis lUpica

NL-IV en casos y controles.

El andlisis de haplotipos de la region 6p21.3, arrojé un total de 227 combinaciones

de haplotipos posibles en esta poblacion. Para identificar asociaciones de estos

haplotipos con la presencia de la enfermedad, se emple6 el paquete estadistico
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“Haplo.stat”. Este excluy6 a todos aquellos haplotipos cuya frecuencia fue <1% vy
realiz6 10.000 simulaciones para el refinamiento del analisis, arrojando un Score
estadistico, un valor de OR (95% IC) y un valor de p simulado (Psim). A partir de
este andlisis, el haplotipo C*07/ B*08 / A / G / DRB1*0301 / DQB1*0201 se
asociaron significativamente con la enfermedad (Psim=0.00) comportandose como
un factor de riesgo para el desarrollo de NF-IV con un OR 2.04 (95% 1C=1.43-2.9;
p=0.00) teniendo como referencia el haplotipo C*07/ B*07 / G / G / DRB1*1501 /
DQB1*0602 (Tabla 6.2-9).

6.2.6 Distribuciones haplotipicas de los SNPs Fokl [rs2228570 A/G], Apal
[rs7975232 A/C], Taql [rs731236 A/G] y Bsml [rs1544410 C/T]) en el gen VDR
[Chr: 12913.11] y riesgo de NF-IV en casos y controles.

A partir del analisis de haplotipos de los SNPs genotipificados de VDR, se
obtuvieron 13 combinaciones posibles de estos. Se observé que el haplotipo A/ C
/| C | A se asoci6 significativamente con la enfermedad (Psim=0.02)
comportandose como factor de riesgo con un OR de 3.54 (95% IC=1.1-10.6)
teniendo como referencia el haplotipo A/C/C/ G (Tabla 6.2-10).
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Tabla 6.2-9. Frecuencias haplotipicas de los loci TNF-HLA y su asociacion con la enfermedad.

Frecuencia Frecuencia

HLAC HLAB TNF HLA DRB1 HLA DQB1 Haplotipica Haplotipica 95%IC  valor Valordep
(%) (%) OR de p¥ Simulado§
rs1800629 rs361525 Controles Casos

*04 *35 G G *0101 *0501 3,090 0,08 0,01*
*01 *27 G G *0103 *0301 2,060 0,21 0,03*
*02 *27 G G *0701 *0202 0,21 0,03*
*03 *40 G G *0411 *0302 1,550 0,21 0,03*
*04 *35 G G *1501 *0602 1,550 0,21 0,03*
*04 *44 G G *0701 *0202 1,550 0,71 1,00
*04 *35 G G *0404 *0302 1,030 0,99 0,85
*04 *35 G G *1401 *0503 1,030 0,17 0,00-3,04 0,99 1,00
*07 *39 G G *0411 *0302 1,030 0,99 1,00
*04 *35 G G *1602 *0301 0,520 2,040 0,42 0,01-99 0,22 0,55
*03 *40 G G *0407 *0302 3,060 0,38 0,02-4,9 0,20 0,34
*07 *07 G G *1501 *0602 1,030 7,140 1 0,00* 0,00*
*07 *08 A G *0301 *0201 6,120 2,04 143-29 0,00* 0,00*

¥: Valor de p empirico.
8: Valor de p simulado
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Tabla 6.2-10. Asociacion de haplotipos de VDR como factores de riesgo de NF-IV.

Frec. Frec.
Tagql Apal Bsml Fokl Haplotipica Haplotipica OR o950 c Valor  Valordep
[rs731236] [rs7975232] [rs1544410] [rs2228570] (%) (%) 0 dep¥ Simulado§
Controles Casos
A C C G 3.0 14 1 £ 0.02* 0.02*
A A C G 2.3 1.8 132 05-33 0.21 0.22
G A T G 1.3 1.3 159 04 -53 0.56 0.55
G A T A 9.9 1.0 218 0.7-6.0 0.34 0.36
A A C A 6.0 8.4 270 0.7-104 0.13 0.14
A C C A 1.3 2.5 354 1.1-10.6 0.02* 0.02*
A A T A 8.4 2.9 540 1.2-23.0
A A T G 9.5 3.1 540 1.2-23.0
A C T G 1.3 1.25 540 1.2-23.0
G A C A 3.6
G A C G 5.9 3.8 540 1.2-23.0
G C C G 4.7 540 1.2-23.0
G C T G 1.6 540 1.2-23.0

¥: Valor de p empirico.
8: Valor de p simulado
£: Valor de Referencia para el modelo de regresion logistica
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6.2.7 Asociacion de los loci PTPN22, TNF, VDR y MHC.

A proposito de los niveles séricos de vitamina D, el 82.2% (n=120) del total de
participantes en el estudio presentaron suficiencia de este heterolipido (30 — 100
ng/mL), exhibiéndose concentraciones similares entre los casos y controles (37.2
ng/mL + 12.2 Vs 36.5 ng/mL = 11.1; p=0.82). De igual forma, no se observd
diferencia significativa entre la proporcion de casos con concentraciones
insuficientes de esta vitamina (18.4% [n=9]) con relaciéon a los controles (17.5%
[n=17]) (p=0.90) (Figura 6.2-1, 6.2-2).

Figura 6.2-1 Concentraciones séricas de vitamina D en individuos con NFIV.
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Figura 6.2-2 Concentracién de vitamina D segun valores de referencia.

M Controles
M Casos

Recuento

Deficiente Insuficiente Suficiente

Vitamina D

Posteriormente se estimd la asociacion entre los polimorfismos evaluados vy la
vitamina D. De los loci PTPN22, TNF y VDR, el SNP Fokl [rs2228570] de VDR se

asocio con lai

nsuficiencia de esta vitamina, especificamente el genotipo homocigoto AA se
comporta como un factor de riesgo para el desarrollo de insuficiencia vitamina D
con un OR de 3.73 (95%IC: 1.05-13.2; p=0.002) a diferencia del homocigoto GG el

cual se comporté como factor protector (Tabla 6.2-11)
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Tabla 6.2-11. Asociacion de los loci PTPN22, TNF y VDR con la vitamina D.

PTPN22
rs2476601

AG
GG

TNF
rs1800629

AG
GG
rs361525

AG
GG
VDR
rs2228570
AA
AG
GG
rs7975232
AA
AC
CcC
rs731236
AA
AG
GG
rs1544410
CC
CT
TT

Insuficiencia Suficiencia
de Vitamina de Vitamina
D D OR 95% IC Vmo;de
n=26 % n=120 % P
0 0,0 0 0,0
2 92,3 5 4.2 1,91 0,03-10,4 0,47
24 7,7 115 95,8 0,5 0,09-2,8
1 3,8 2 1,7 2,5 0,2-28,9
5 19,2 18 15,0 1,3 0,4-4,17 0,68
20 76,9 100 83,3 0,4 0,03-4,6
0 0,0 2 1,7
3 11,5 13 10,8 1,05 0,2-3,9 0,67
23 88,5 105 875 --- ---
6 23,1 15 12,5 3,73 1,05 -13,2
14 53,8 49 40,8 2,6 0,95-7,4 0,02**
6 23,1 56 46,7 0,26 0,07 - 0,95
6 23,1 35 29,2 0,68 0,18-2,5
15 57,7 65 54,2 0,92 0,29-2,8 0,80
5 19,2 20 16,7 1,45 0,3-5,39
14 53,8 64 53,3 0,87 0,16 - 4,5
10 38,5 48 40 0,83 0,15-4,5 0,97
2 7,7 8 6,7 1,14 0,2-5,9
14 53,8 65 54,2 0,57 0,13-2,4
9 34,6 47 39,2 0,51 0,11-2,3 0,69
3 11,5 8 6,7 1,74 0,41-7,4

¥: Razén de verosimilitud de Chi2.

**: Valor de p <0,05 con correccion de Bonferroni.
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El analisis por haplotipos no mostré asociacion entre los sistemas TNF-MHC y VDR con la vitamina D (Tabla 6.2.12)

Tabla 6.2-12. Frecuencias haplotipicas de los loci TNF-HLA y su asociacion con la vitamina D.

Frecuencia Frecuencia
HLAC HLAB TNF HLA DRB1 HLA DQB1 Frecue}npia Haplotipica  Haplotipica valor Valor de p
Hapl(g)/;[’;plca (%) (%) Haplo-Score dep¥  Simulado§
rs1800629 rs361525 Suficiente Insuficiente
*02 *27 G G *0701 *0202 1,03% 1,55% -2,40 0,01** 0,03**
*04 *35 G G *1501 *0602 1,03% 1,55% -2,35 0,01** 0,01**
*07 *08 A G *0301 *0201 2,40% 6,12% -1,93 0,05 0,06
*04 *35 G G *1602 *0301 1,03% 2,04% -1,54 0,12 0,13
*03 *40 G G *0407 *0302 1,71% 3,06% -0,78 0,44 0,43
*04 *35 G G *0404 *0302 1,03% 1,03% -0,02 0,98 0,98
*07 *07 G G *1501 *0602 3,08% 0,52% 7,14% -0,02 0,99 0,98
*07 *39 G G *0411 *0302 1,03% 1,03% 0,37 0,71 0,68
*04 *44 G G *0701 *0202 1,37% 1,55% 0,39 0,69 0,68
*04 *35 G G *0101 *0501 2,06% 3,09% 0,65 0,52 0,50
*01 *27 G G *0103 *0301 1,03% 1,55% 1,05 0,29 0,28
*03 *40 G G *0411 *0302 1,03% 2,06% 1,41 0,16 0,17
*04 *35 G G *1401 *0503 1,03% 0,52% 1,61 0,11 0,11

¥: Valor de p empirico.

8: Valor de p simulado
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Tabla 6.2-13. Frecuencias haplotipicas del locus VDR y asociacién con la

vitamina D.

Frecue Frecue

Frecue ncia ncia
; . . Val Valor
s731 rs7975 rsi544 rs2228 | o2 Hg'ioc'gt' Hg'ioclg“ Haplo- or  dep
236 232 410 570 P ) ) Score de  Simula
pica (%) (%) 0¥ do§

(%) Suficie Insufici

nte ente
G A T A 10,72%  9.98%  1055%  -1,897 %’g 0,052
G A T G 12.67%  13.10%  13.84%  -0,462 ?12? 0,632
A c c A 17.06%  1379%  2555%  -0,416 2’86 0,698
A c c G 2545%  30,00%  1504% 0,006 %’g 0,996
G A c G 171%  059%  4,04% 0.204 %’88 0.835
A A c A 709%  605%  878% 0.384 %’17 0,696
G c T G 123%  1,65% 0,705 %’f 0,440
A A c G 2160% 2336%  17.88% 1,330 %’j 0,174

¥: Valor de p empirico.

§: Valor de p simulado
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6.3 PROYECTO Il

ESTUDIO DE ASOCIACION DE VARIANTES GENETICAS VDR, TNF-ALFA
PTPN22, MHC-DRB/DQB Y BIOMARCADORES SERICOS VITAMINA D Y
ADIPOCINAS CON LA ACTIVIDAD CLINICA DE LA NEFRITIS LUPICA EN
ESCOLARES COLOMBIANOS.

Se realiz6 un estudio de casos y controles en 92 nifios con diagnéstico de “Lupus
eritematoso sistémico (LES) con endotipo de “Nefritis Lupica” y 100 nifilos sanos.
El promedio de edad fue de 16,19 + 3,48 afios. La distribucion de la enfermad
demostré ser dependiente del género, siendo mas frecuente en nifias (78.26%
[n=72] Vs 58% [n=58]; p=0.004). El diagnostico de LES se estimo6 en un promedio
de 4.47 + 3.53, y en la actualidad los casos presentan un tiempo con el
diagnostico de LES de 11.91 + 2.88 afios. Por otra parte, el 35.8% de los casos

reportaron antececentes familiares de enfermedad autoinmune (Tabla 6-3-1).

Tabla 6.3-1. Descripcion de la poblacion de estudio.

Casos Controles General
p valor OR 95%IC
n=92 % n=100 % n=192 %

Sexo

Masculino 20 21,74 42 42 0.004* 0,38 0,20-0,72 62 32,29

Femenino 72 78,26 58 58 ' 26 138-491 130 67,71
Edad (afios) 16,19 + 3,48 5,18+ 0,98 0,00* 10,07 + 5,99
Debut de LES (afios) 4,47 + 3,53
Tiempo con Dx de LES (afios) 11,91 + 2,88
Antecedentes Familiares de EAI 33 35,87

Antecedentes Personales de EAI 35 38,04

EAl: Enfermedad Autoinmune; LES: Lupus Eritematoso Sistémico; Dx: Diagndstico.
*: p<0.05

131



6.3.1 Asociacion de los SNP rs2476601 de PTPN22 como factor de riesgo al
desarrollo de NLp.

De los marcadores evaluados, el rs2476601 de PTPN22 se encontr6 asociado con
la susceptibilidad a Nefritis Lupica en los sujetos de estudio. Por su parte, el
genotipo homocigoto GG fue el de mayor frecuencia estando presente en el
90.6% de los individuos, mostrando una diferencia estadisticamente significativa
en su distribucién entre casos y controles. El genotipo AA no estuvo presente
entre los controles mientras que el 4.35% de los casos portaban este genotipo. El
genotipo AG se comporta como un factor de susceptibilidad para nefritis lGpica
siendo mas frecuente entre los casos (11.9% [n=11]) [OR: 5.23; 95%IC: 1.35-20.1,
p=0.005). En cuanto a la distribucion alélica, el alelo A fue el alelo de menor
frecuencia con un 5.73% [2n=22] en toda la poblacion de estudio; comportandose
como un factor de riesgo para padecer nefritis lUpica reportando un OR de 8.29
(95% IC= 2.35 — 29.1; p=0.00) a diferencia del alelo G el cual exhibié un
comportamiento protector de la enfermedad, cuyo OR es de 0.12 (95% IC=0.03 -
0.42; p=0.00). La distribucion alélica de este SNP se encontr6 en equilibrio
genético de Hardy Weinberg en el grupo control, a diferencia de los casos los
cuales presentaron una desviacion del equilibrio H-W (Tabla 6.3-2)

6.3.2 Estudio de asociacion de los SNPs rs1800629 [A/G] y rs361525 [A/G]
del gen del factor de necrosis tumoral (TNF) y los SNPs Taql [rs731236 A/G],
Apal [rs7975232 A/C], Bsml [rs1544410 C/T] y Fokl [rs2228570 A/G ] de gen
VDR) con NLp.

En cuanto a los SNPs de TNF y VDR, no se observé asociacion estadistica entre
los genotipos o alelos de estos polimorfismos y la nefritis lapica pediatrica a
excepcion del genotipo heterocigoto AC del SNP Apal [rs7975232] el cual mostro
un OR de 2.6 (95%IC: 1.2-5.3). Por otra parte, el grupo de casos se desviaron del
equilibrio genético de Hardy Weinberg en el SNP rs1800629 de TNF (Tabla 6.3-2)
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Tabla 6.3-2. Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs de PTPN22, TNF y VDR.

General Casos Controles
H-W+t H-W+t H-Wt OR 95%IC p valor ¥
n=192 % n=92 % n=100 %

PTPN22 [rs2476601]

AA 4 2,08 4 4,35
AG 14 7,29 11 11,96 3 3 523 1,35-20,1 0,005*
GG 174 90,63 77 83,70 97 97 1

A 22 5,73 . 19 10,33 " 3 15 829 2,35-29,1 "
G 362 94,27 0,0013 165 89,67 0,0057 197 98,5 1,00 0,12 0,03-0,42 0,00
TNF [rs361525]

AA — — _— _— _— — — —
AG 16 8,30 10 10,90 6 6 209 0,7-6,2 0,33
GG 176 91,70 82 89,10 94 94 0,47 0,16-1,41

A 16 4,16 11 5,43 6 3 203 0,7-58

G 368 95,83 1,00 173 94,56 1,00 194 97 1,00 049 01-14 031
TNF [rs1800629]

AA 3 1,60 3 3,30
AG 27 14,10 11 12,00 16 16 0,73 03-17 0,148
GG 162 84,40 78 84,80 84 84 1

A 33 8,60 19 9,23 16 8 1,11 05-23

G 351 91,40 0,14 165 90,76 0,024 184 92 1,00 089 04-18 071
Fokl [rs2228570]

AA 38 19,80 18 19,60 20 20 1,41 0,6-3,2

AG 95 49,50 51 55,40 44 44 124 05-26 0,206
GG 59 30,70 23 25,00 36 36 0,7 0,3-1,6

A 171 44,53 89 47,28 84 42 123 08-138

G 213 55,46 1,00 95 52,71 0,40 116 58 0.41 0,8 05-12 0.29
Apal [rs7975232]

AA 55 28,94 18 20,00 37 37 047 0,2-1,11

AC 93 48,94 51 56,70 42 42 26 1,27-5,33 0,31
CcC 42 22,10 21 23,30 21 21 209 08-48

A 203 5342 87 48,33 116 58 0,66 0,4-1,01

C 177 46,57 0,88 93 51,66 0,290 84 42 0215 149 09-272 0.6
Taql [rs731236]

AA 101 52,60 46 50,00 55 55 062 02-1,8

AG 75 39,10 37 40,20 38 38 1,27 0,6-2,37 0,693
GG 16 8,30 9 9,80 7 7 161 05-47

A 277 72,13 130 69,56 148 74 0,78 0,4-1,2

G 107 27,86 0.72 54 30,43 0.80 52 26 1,00 1,28 0,8-2,0 0,363
Bsml [rs1544410]

CC 108 56,50 50 54,90 58 58 131 0,3-5,0

CT 73 38,20 37 40,70 36 36 125 06-23 0,747
TT 10 5,20 4 4,40 6 6 0,75 0,1-29

C 289 75,65 137 75,27 057 152 76 094 05-15 0808

T 93 24,34 0,70 45 24,72 ' 48 24 091 106 06-17 '

1: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.
¥: Razon de verosimilitud de Chi2.
OR [95%IC]: Modelos de regresion logistica ajustado por sexo.
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6.3.3 Polimorfismos de los Loci HLA-DRB1 y HLA-DQBlcomo factores de

riesgo de Nefritis Lupica Pediatrica.

Se observa que el alelo HLA-DQ*O504 esta presente solo en el grupo de casos,
esto mismo ocurre con los alelos HLA-DR*0O103, *0408, *0O501, *0806, *0807,
*0809, *1103, *1406, *1601. En cuanto al equilibrio de Hardy Weinberg la
distribucion alélica de HLA-DQ se encontraron en equilibrio, a diferencia de la
frecuencia alélica de HLA-DR (Tabla 6.3-3, 6.3.4).

Tabla 6.3-3. Frecuencias alélicas del locus HLA-DQB.

Casos Controles
H-W+t H-Wt p valor ¥
n=90 % n=100 %
HLA-DQ*

0201 14 7,00 14 7,6
0202 27 13,50 18 9,8
0301 55 27,50 29 15,8
0302 27 13,50 30 16,3
0303 2 1,00 5 2,7
0304 2 1,00 1 0,5
0305 1 0,5
0401 3 1,50 1 0,5
0402 16 8,00 17 9,2
0501 16 8,00 0,366 13 7,1 0,61 0,043~
0502 1 0,50 5 2,7
0503 1 0,50 2 1,1
0504 1 0,50
0601 2 1,00 2 1,1
0602 16 8,00 35 19,0
0603 10 5,00 7 3,8
0609 3 1,50 2 1,1
0611 1 0,5 2 1,1

0624 1 0,50

t: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la cadena Markov.
¥: Razon de verosimilitud de Chi2.
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Tabla 6.3-4. Frecuencias alélicas de HLA-DRB1.

Casos Controles
n=90 % H-W+t n=100 % H-W+t p valor ¥
HLA-DR*

0101 7 3,80 2 1,00
0102 1 0,50 6 3,00
0103 3 1,60
0301 11 6,00 13 6,50
0302 7 3,80 19 9,50
0306 1 0,50
0401 3 1,60 6 3,00
0402 1 0,50 4 2,00
0403 1 0,50 1 0,50
0404 12 6,50 4 2,00
0405 6 3,00
0407 12 6,50 5 2,50
0408 1 0,50
0410 1 0,50 1 0,50
0411 1 0,50 10 5,00
0412 1 0,50
0418 1 0,50
0501 1 0,50
0701 21 11,40 26 13,00
0801 1 0,50 4 2,00
0802 13 7,10 5 2,50
0803 1 0,50
0804 2 1,10 10 5,00
0806 1 0,50
0807 1 0,50
0809 1 0,50
0901 3 1,60 3 1,50
1001 2 1,10 5 2,50
1101 9 4,90 12 6,00
1102 2 1,10 2 1,00
1103 1 0,50
1104 3 1,60 3 1,50
1201 3 1,50
1301 8 4,30 13 6,50
1302 3 1,60 5 2,50
1303 4 2,20 3 1,50
1304 0,145 1 0,50 0,007* 0,00*
1401 2 1,10 3 1,50
1402 5 2,70 4 2,00
1406 1 0,50
1501 26 14,10 3 1,50
1502 1 0,50
1503 6 3,30 7 3,50

1601 2 1,10 --- ---
1602 4 2,20 7 3,50

t: Test de Equilibrio de Hardy-Weinberg, mejorado con 100.000 pasos de la
cadena Markov.
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¥: Razén de verosimilitud de Chi2.

6.3.4 Estudio de Biomarcadores séricos en los pacientes con NLp.

En el presente estudio también se analizaron las concentraciones plasmaticas de
biomarcadores séricos como la vitamina D, Leptina, adiponectina vy
autoanticuerpos nefrofilicos. Como se puede observar en la (Figura 6-5, 6-6, 6-7)
el grupo de casos presentan concentraciones mayores de vitamina D, leptina y
adiponectina (57.2 ng/mL; 11.9 ng/mL y 15.8 pg/mL; respectivamente) en
comparaciéon a los controles, mostrando una diferencia estadisticamente
significativa. Por otra parte, entre los casos, el 3.85% son negativos a auto-
anticuerpos anti-dsDNA, 5.13% anti-SM, 93.5% anti-P ribosomal y 71.7% anti-
RNP. Por su parte el 100% de los casos son positivos para anti-C1q (Tabla 6.3-5).

Figura 6.3-1 Vitamina D en nifios con NLp.

120,04

110,04

100,07

* ¥

90,0

80,07

70,07

60,09

50,09

40,09

Vitamina D [ng/mL]

30,09

20,09

10,09

T T
Control Caso

136



Adiponectina [ug/mL]

Figura 6.3.2 Leptina en nifios con NLp.
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Figura 6.3.3 Adiponectina en nifios con NLp.
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Tabla 6.3-5. Concentraciones de biomarcadores séricos.

Casos

n=78 % Media[Ul/mL] DE

Anti - dsDNA 537,73 272,42
Negativo 3 3,85
Positivo débil 9 11,54
Positivo moderado 53 67,95
Positivo fuerte 13 16,67
Anti — SM 43,12 26,40
Negativo 4 513
Positivo débil 43 55,13
Positivo moderado 21 26,92
Positivo fuerte 10 12,82
Anti - Clq 181,54 203,53
Negativo  ---
Positivo débil  ---
Positivo moderado 15 19,23
Positivo fuerte 63 80,77
Anti - P ribosomal 17,22 85,53
Negativo 73 93,59
Positivo débil ~ ---
Positivo moderado 2 2,56
Positivo fuerte 3 3,85
Anti — RNP 28,98 42,52
Negativo 56 71,79
Positivo débil 3 3,85
Positivo moderado 6 7,69
Positivo fuerte 13 16,67

¥: U de Mann-Whitney test

Por otra parte, de todos los polimorfismos evaluados, solo el SNP rs2476601 de
PTPN22 fue el Unico cuyos alelos y genotipos se asociaron con los
biomarcadores séricos antes mencionados. El alelo A se asocio con

concentraciones mayores de Vitamina D [59.7 £ 19.5 ng/mL] y Leptina [9.96 *
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9.73 ng/mL] con relacion al alelo G, mostrando diferencias estadisticamente

significativas (p=0.00 y 0.01, respectivamente). En cuanto a los auto-anticuerpos,

este mismo alelo se asocia con titulos significativamente bajos de anti-SM [29.7 +
14.7 Ul/mL], anti-C1q [105.4 £ 37.4 Ul/mL] y anti-P ribosomal [1.21 + 0.56 Ul/mL] a

diferencia del alelo G (Tabla 6.3-6).

Tabla 6.3-6. Asociacion del locus PTPN22 con biomarcadores séricos.

Vitamina D [ng/mL]

Leptina [ng/mL]

Adiponectina [ug/mL]

p valor ¥ p valor ¥ p valor ¥
Media DE Media DE Media DE
rs2476601
AA 69,28 24,14 8,42 6,02 14,50 16,57
AG 54,30 16,04 0,07 10,84 11,57 0,08 8,79 14,11 0,90
GG 47,60 19,06 6,49 9,68 8,24 13,81
A 59,74 19,50 9,96 9,73 11,07 14,50
0,008* 0,010* 0,77
G 47,86 18,95 6,66 9,76 8,26 13,78
Anti - dsDNA [Ul/mL] Anti - SM [Ul/mL] Anti - C1q [Ul/mL]
AA 389,41 294,33 28,59 20,86 85,24 15,05
AG 497,00 261,82 0,50 31,09 8,13 0,21 128,46 43,46 0,10
GG 550,84 273,37 45,24 27,47 192,83 217,16
A 439,62 263,80 29,76 14,71 105,41 37,48
0,15 0,031* 0,014*
G 548,17 271,18 44,54 26,90 189,64 211,52
Anti - P Ribosomal [Ul/mL] Anti - RNP [UI/mL]
AA 0,96 0,37 10,77 15,01
AG 1,49 0,64 0,044* 3,20 1,41 0,12
GG 19,84 92,12 32,76 44,65
A 1,21 0,56 7,24 10,62
0,002* 0,05
G 18,93 89,54 31,29 43,84

¥: Kruskal Wallis y U de Mann-Whitney
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6.3.5 Analisis por haplotipos de los loci VDR y TNF-HLA como factor de

riesgo de Nefritis lUpica pediatrica.

A partir del andlisis de haplotipos de los SNPs genotipificados de VDR, se
obtuvieron 15 combinaciones posibles de estos. Para la estimacion de riesgo se
excluyeron aquellos con una frecuencia menor al 1%. Como haplotipo de
referencia se tomé al haplotipo A/C/C/A [Taql/Apal/Bsml/Fokl] por ser el haplotipo
mas comun (21%). Se observé que el haplotipo A/A/C/G se comporta como un
posible factor protector debido a su distribucion en el 12.9% de los casos (p: 0.028
y Psim: 0.026) (Tabla 6-3-7).

En cuanto a los loci TNF-HLA, se observaron 103 combinaciones posibles, sin
embargo para el analisis de estimacion de riesgo se incluyeron 14 haplotipos TNF-
HLA. Tomando como referencia al haplotipo G/G/DR*O701/DQ*0202
(rs1800629/rs361525/DR*/DQ*) se observaron los haplotipos G/G/DR*0411/
DQ*0302 y G/G/DR*0804/ DQ*O301 como posibles factores protectores dada
su distribucion significativamente menor entre el grupo de casos. Caso contrario
ocurre con el haplotipo G/G/DR*0404/ DQ*O302 el cual podria comportarse
como factor de riesgo debido a que el 5.4% de los casos portan este haplotipo. Sin
embargo, el haplotipo G/G/DR*1501/ DQ*O602 se comporta como como factor
de riesgo con un OR de 9.42 (95% 1C=2.1-40.8; Psim=0.00) (Tabla6.3-7).
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Tabla 6.3-7. Asociacion de haplotipos de los loci VDR y TNF-HLA como factores de riesgo de Nefritis lUpica pediatrica.

Frec. Frec. Frec.
Tagql Apal Bsml Fokl Haplotipica Haplotipica Haplotipica Valor Valor dep OR 95% IC
[rs731236] [rs7975232] [rs1544410] [rs2228570] (%) (%) (%) de p¥ Simulado§ 0
General Controles Casos
A C C A 21% 19,24% 23,46% 0,35 0,35 1
A A C G 15% 18,57% 12,90% 0,028* 0,026* 0,49687 0,2-1,11
G A C G 2% 4,37% 2,02E-08 0,14 0,15 0,4228 0,0-21
A A C A 13% 13,45% 12,27% 0,68 0,69 1,08164 0,4-2,5
G A T G 14% 12,94% 13,90% 0,75 0,79 1,07744 0,4-2,4
G C C A 3% 2,08% 2,67% 0,37 0,38 1,7463 0,4-6,1
A C C G 20% 17,95% 19,75% 0,27 0,29 1,57287 0,6-3,6
G A T A 6% 4,63% 8,13% 0,19 0,21 1,82403 0,5-6,4
Frecuencia Frecuencia Frecuencia
TNF HLA DRB1 HLADQB1 Haplotipica Haplotipica Haplotipica Valor Valordep OR 95% IC
(%) (%) (%) de p¥ Simulado§
rs1800629 rs361525 General Controles Casos
G G 0701 0202 10,4% 12,5% 6,9% 0,19 0,19 1,00 £
G G 0411 0302 2,3% 4,0% 0,5% 0,023* 0,038* 0,12 0,0-1,2
G G 0804 0301 2,6% 5,0% 1,1% 0,07 0,047* 0,33 0,0-2,2
G G 1301 0603 3,2% 4.5% 1,2% 0,09 0,11 0,54 0,1-2,6
G G 0302 0301 4, 7% 6,5% 2,7% 0,09 0,10 0,66 0,1-25
G G 1602 0301 2,3% 3,5% 1,6% 0,37 0,36 0,60 0,1-34
G G 1101 0301 2,9% 2,5% 2,2% 0,43 0,53 0,97 0,2-4,4
G G 1503 0602 2,3% 3,0% 2,2% 0,83 1,00 1,60 0,3-7,8
G G 0301 0201 2,0% 2,3% 2,2% 0,93 0,94 1,25 0,1-8,5
G G 1402 0301 2,1% 1,5% 2,2% 0,90 0,94 0,98 0,1-5,3
G G 0407 0302 4,2% 2,5% 6,0% 0,10 0,11 2,14 0,5-8,9
G G 0802 0402 3,9% 2,0% 6,4% 0,06 0,08 4,96 1,1-21,7
G G 0404 0302 3,4% 1,5% 5,4% 0,044* 0,039* 4,33 0,9-20,3
G G 1501 0602 5,2% 1,5% 11,0% 0,000~ 0,000* 9,42 2,1-40,8

¥: Valor de p empirico. 8: Valor de p simulado. £: Valor de Referencia para el modelo de regresion logistica
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7. DISCUSION

El LES es una enfermedad autoinmune de etiologia desconocida y mecanismos
fisiopatoldgicos que a la fecha no estan bien definidos. En esta entidad existe una
carga genética y una heredabilidad, que unido a componentes multifactoriales,
tales como la influencia hormonal y factores ambientales conllevan a caracterizarla
como el prototipo de una enfermedad compleja multigénica. La entidad
compromete multiples 6rganos expresandose de diferentes formas clinicas:

fenotipos y endotipos.

Existen en la literatura abundantes estudios que fundamentan y muestran la
influencia de varios sistemas genéticos en la susceptibilidad al LES. Dentro los
sistemas genéticos mas relevantes estan: el sistema MHC, el gen VDR, el gen
PTPN22 y el gen TNF (9).

Estudios previos han demostrado que tanto la vitamina D como su receptor,
denominado receptor de la vitamina D3 y por ende las variantes genéticas del gen
VDR, inmunomodulan respuestas inflamatorias y regulan diversos efectos sobre

células inmunocompetentes, fendbmenos descritos en el LES (95, 96, 101).

Los estudios hasta la fecha llevados a cabo en poblaciones europeas,

norteamericanas y asiaticas han demostrado niveles mas bajos de vitamina D en

pacientes con LES cuando se comparan con sujetos controles sanos lo que
sugiere que la deficiencia de vitamina D puede ser un factor de riesgo para el
desarrollo del LES. La mayoria de los estudios que han documentado una
asociacién entre una mayor actividad de la enfermedad y niveles bajos o
deficientes de vitamina D, no han incluido pacientes provenientes del cinturén del
tropico, y son escasos aquellos llevados a cabo en pacientes de grupos
multiétnicos. Hasta la fecha, el significado fisiopatoldgico y clinico de la deficiencia

de vitamina D en el LES sigue siendo todavia incierto (81).

Aunque los estudios que han investigado la asociacién entre los polimorfismos de
los SNPs del gen VDR con el riesgo a desarrollar LES muestran significancia
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estadistica para varios de estos SNPs los resultados de varias meta-analisis

llevados a cabo en los ultimos 5 afios son poco concluyentes.

Uno de ellos, llevado acabo por Xiong y colaboradores, que incluyo un total de
1298 pacientes y 1563 controles sanos representados en 11 estudios de casos y
controles, mostré que los polimorfismos de Bsml y Fokl, se asociaron con un
incremento al desarrollo de LES en contraste con Apal y Taqgl, los cuales no se
asociaron. Cabe resaltar que los estudios involucrados en este meta-analisis se
hicieron en grupos étnicos Asiaticos y ninguno de ellos en grupos caucasicos,

americanos y afrodescendientes (147).

Otro de estos meta-andlisis, publicado por Young Ho Lee y colaboradores en el
2011, valido los resultados anteriores; nuevamente en poblaciones Asiaticas Los
autores en esta publicacion comentan que sus resultados deben ser interpretados
con limitaciones debido al escaso nimero de estudios que se involucraron en su
meta-analisis. Sus resultados sugieren que los polimorfismos del SNP VDR-FokiI
no confieren susceptibilidad en grupos étnicos europeos para LES. En esta misma
poblacién estos autores encontraron asociacion entre los polimorfismos de los
SNPs VDR-Bsml y la susceptibilidad a LES en poblaciones asiéticas. Los autores
enfatizan que, el analisis de haplotipos en estudios posteriores, pudieran proveer
una mayor informacién y presentar un mayor poder estadisticos que los
polimorfismos de los SNPs. Asi mismo, resaltan que sus resultados no se pueden
extrapolar a grupos étnicos diferentes de los europeos y asiaticos, estos
investigadores resaltan la necesidad de explorar estas asociaciones del gen VDR

con LES, en diferentes grupos etnicos (100).

Mas recientemente, otro meta-analisis, publicado en el 2014 por Mao S, Huang S
gue involucro un total de 11 estudios, representando 1621 casos y 1883 controles,
mostro una asociacion del alelo A del Bsml con el LES en asiaticos. El genotipo
homicigoético AA del SNP-VDR Fokl se asocio con factor de riesgo en la misma

poblacion. Estos autores no encontraron ninguna asociacion significativa para los
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SNPs Apal y Tagl en ninguna de las poblaciones estudiadas: asiaticos vy
caucasicos (148).

Estudios previos a los meta-analisis descritos anteriormente mostraron una
asociacion del genotipo AA del Bsml en pacientes japoneses con nefritis lUpica, en
los cuales a su vez, este genotipo se asocié con la presencia de anticuerpos

antinucleares y anticuerpos anti-DNA en estos pacientes (96).

En 2011, un estudio canadiense analiz6 25 pacientes con LES y 25 con
fibromialgia y no encontré ninguna diferencia estadisticamente significativa en los
niveles de 25(OH)D3 entre los grupos (18,6 frente a 20,6 ng/ml, p>0,05), incluso
después del ajuste por edad (89). Pocos estudios han examinado los niveles de
vitamina D en los nifios y adolescentes con LES. Uno de estos estudios midio
25(0OH)D3 en sujetos de 5 a 21 afios y 207 controles sanos, niveles muy bajos de
25 (OH) D3, (definida por los autores como menos de 10 ng/ml) se encontraron
significativamente mas frecuentes en los pacientes con Les que en los controles
(36,8 frente a 9,2 %, p<0,001) (90).

Con respecto a la asociacion del polimorfismo de los SNPs del gen TNF y LES,
los resultados descritos en la literatura no solo son contradictorios sino diferentes
cuando se analizan entre diferentes grupos étnicos. Se ha encontrado una
asociacion en pacientes caucasicos con LES y alelos del SNP del TNF (-308),
tanto en la presencia como en la actividad de la enfermedad (126). A diferencia,
en otros trabajos, no se encontr0 asociacion entre esta enfermedad y el
polimorfismo -308 de TNFa (12).

En poblaciéon hispana, el alelo A del SNP —308G/A mostré asociacién con
susceptibilidad a LESp; mas aun, cuando se estratificO por género, este alelo

mostro una fuerte asociacion con susceptibilidad a LES pediatrica. Por otro lado, el

145



polimorfismo —238G/A del TNF-a también mostré asociacion con LES en la

poblacién mexicana (127).

Los estudios de asociacion entre variantes SNPs de sistemas genéticos con la
susceptibilidad al desarrollo de enfermedades complejas, en grupos poblacionales
multiétnicos, con una estructura genética compleja, pueden mostrar resultados de
dificil interpretacion. Tal es el caso de los estudios de esta indole en poblaciones
latinoamericanas. La composicion genética actual de la poblacion de América
Latina esta moldeada en la historia por una mezcla entre africanos, europeos y los
nativos americanos; un proceso que tiene lugar en el contexto de una amplia
estratificacién geografica y social. En la actualidad existe un considerable nimero
de estudios genéticos que han examinado esta mezcla genética La estructura
genética de la comunidad hispana y/o latinoamericana explica las diferencias de
las frecuencias alélicas de los diferentes sistemas entre los diversos grupos
étnicos que la representan y pueden interferir con los estudios de asociacion con
las enfermedades. Esta estructura incluye a la poblacion colombiana. En los que
respecta a los niveles de adipocinas y a su asociacion con LES, los resultados de
los estudios que evallan la concentracion de leptina en el plasma de los pacientes
con LES, son generalmente consistentes e indican que los niveles de leptina
sérica se encuentran elevados y pueden contribuir a la inflamacién sistémica en
los pacientes con LES. Un estudio llevado a cabo por Harle et al, encontré una
asociacion significativa con el LES mientras que Wislowska no encontro

diferencias en los niveles de leptina entre pacientes con LES y sujetos sanos.

En los que respecta a los niveles de adipocinas y a su asociaciéon con LES, los

resultados de los estudios que evaltan la concentracién de Leptina en el plasma

de los pacientes con LES, son generalmente consistentes e indican que los

niveles de Leptina sérica se encuentran elevados y  pueden contribuir a la

inflamacion sistémica en los pacientes con LES. Un estudio llevado a cabo por por

Harle et al, encontr6 una asociacion significativa con Les , mientras que
146



Wislowska no encontré diferencias en los niveles de leptina entre pacientes con
LES y sujetos sanos (134, 135).

En lo que respecta a la adiponectina, Sada et al (136), encontraron que los
niveles séricos de adiponectina estuvieron significativamente elevados en LES en
comparacién con los controles sanos, y observaron niveles mas bajos de
adiponectina en pacientes con lesién renal en comparacion con los sujetos sin
compromiso renal. ElI aumento de las concentraciones plasmaticas de
adiponectina en pacientes con LES también fueron observados por Chung et al
(129). Los niveles de adiponectina en orina han sido descritos como elevados. Es
de destacar el hecho de que la isoforma de adiponectina HMW recientemente se
ha encontrado elevada en la orina de pacientes con nefritis y lupus activo, pero no
en la orina de los individuos sanos, y su contenido se correlaciona con la gravedad
del lupus (136, 137).

Los resultados obtenidos en esta tesis son coherentes con los descritos en la
literatura. Para el polimorfismo de alelos y genotipos del SNP VDR-Bsl en los 3
endotipos estudiados hubo significancia estadisticas mostrandose, estos
marcadores genéticos como factores de riesgo para LES. Para los otros sistemas
genéticos que se estudiaron, se encontrd que el SNP rs2476601 del PTPN22 se
asocio con la susceptibilidad a la enfermedad y a los endotipos de nefritis lUpica
tanto en nifios como adultos. Se encontraron otras asociaciones significativas
gue se presentaran en los endotipos de nefritis lupica para los sistema MHC y
TNF, sin embargo el eso numero de sujetos que expresaron estos polimorfismos
obliga a considerar que estos resultados, podrian cambiar al aumentar el nGmero

de sujetos de estudio.

En lo que respecta a los niveles séricos de vitamina D los resultados obtenidos
son controvertidos en relaicion a lo descrito en la literatura. Se destaca que no se
encontré deficiencia de niveles seéricos de vitamina D en ninguno de los 3

endotipos estudiados.
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En el estudio de los adultos con LES sin dafio renal, se encontr6 que tanto los
casos y controles mostraron niveles séricos de Vitamina D en niveles normales.
En nuetro estudio, y al contrario lo observado en otros estudios los casos

presentaron niveles significativamente mayores, en comparacion a los controles.

El principal inconveniente de este estudio se refiere a la falta de control sobre
factores que pudieron haber modulado la sintesis de vit D, tales como: la actividad
fisica de los sujetos, la dieta, la duracion de la exposicidn al aire libre y por lo tanto
a la luz del sol , factores que regulan la homeostasis de la vitamina D. Cohortes
prospectivas son necesarias para abordar con precision las influencias de estos
factores de confusion sobre los niveles de vitamina D en pacientes con LES en
grupos poblacionales multiétnicos similares a nuestra poblacion triétnica. Es
también necesario resaltar que todos nuestros sujetos tuvieron caracteristicas
socioecondmicas, clinicas y estilos de vida similares y fueron reclutados siempre

por el mismo equipo de investigadores.

En este mismo grupo, el SNP VDR Fokl se asoci6 con LES a nivel de alelos. La
distribucién genotipica de este polimorfismo muestra al genotipo AA en un 18%
(n=20) de los casos a diferencia de los controles (12%; n=12), seguido por el
heterocigoto AG en el 45.9% (n=51) de los casos y 37% (n=37) de los controles;
en cuanto a GG el 36% (n=40) de los casos portaron este genotipo mientras que
en los controles fue del 51% (n=51) (p=0.08). En cuanto a la distribucién alélica, el
alelo A se porté como un factor de riesgo para LES [OR: 1.58; 95%IC: 1.05 - 2.36]
(p=0.025). la distribucion alélica de este SNP se encontr6 en equilibrio genético de

Hardy Weinberg tanto en casos como en controles
El alelo A del SNP Fokl del gen VDR se mostré como factor de riesgo para LES.

En cuanto a los alelos HLA clase Il, se observo que los alelos HLA DRB1*03 y *15

se mostraron como factores de riesgo para LES.
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El analisis por haplotipo demostré que en el locus VDR. el haplotipo A/C/C/A
[Taql-Apal-Bsml-Fokl] se comporta como un factor de riesgo para LES [OR: 2.28;
95%IC: 1.12 - 4.66] (p=0.0 y Ps=0.00).

En cuanto a los haplotipos de HLA clase Il, los haplotipos HLA DRB1*0701
/DQB1*0201 y DRB1*0411 / DQB1*0302 se mostraron como factores protectores.

Con relacion a la vitamina D, no se observé asociacion con los loci de PTPN22 y
VDR.

Solo HLA DRB1*16 se mostr6 como factor de riesgo para la insuficiencia de

vitamina D.

Es necesario destacar que a pesar de que tanto los alelos de los casos y de los
controles se encontraron en equilibro de Hardy Weinberg, que los sujetos todos
pertenecen al mismo grupo multiétnico que no se encontraron relacionados
genéticamente mostrando una selecta escogencia de estos controles, estos
resultados deben ser analizados y tomados con cautela, en razén al nUmero de

sujetos del estudio.

Con relacion a los datos obtenidos en el analisis de asociacién del polimorfismo de
las variantes genéticas de los sistemas estudiados y de los biomarcadores
trabajados en el endotipo nefritis lUpica del adulto, se encontrd que con relacion a
los niveles séricos de vitamina D, el 82.2% (n=120) de los participantes
presentaron suficiencia de este heterolipido (30 — 100 ng/mL), exhibiéndose
concentraciones similares entre los casos y controles (37.2 ng/mL + 12.2 Vs 36.5
ng/mL + 11.1; p=0.82).

En relacién con la asociacién de los SNPs del PTPN22 con este endotipo se
observd una frecuencia significativamente mayor del genotipo AG en los casos
(12.2% [n=6]) a diferencia de los controles (1% [n=1]), con un OR de 13.4 (95% IC
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= 1.56-114; p=0.018) teniendo como referencia el genotipo GG. Este ultimo
exhibi6 una frecuencia superior en los individuos sanos (99% [n=96]) en
comparacion con los sujetos enfermos (87.8% [n=43]), mostrandose como un
factor protector para la presencia de la enfermedad, con un OR de 0.8 (95%
IC=0.0-0.63; p=0.018). Por otra parte, el genotipo AA no se expresd en esta

poblacion.

También se obtuvo una frecuencia significativamente mayor del genotipo AG en
los casos (12.2% [n=6]) a diferencia de los controles (1% [n=1]), con un OR de
13.4 (95% IC = 1.56-114; p=0.018) teniendo como referencia el genotipo GG. Este
altimo exhibié una frecuencia superior en los individuos sanos (99% [n=96]) en
comparacion con los sujetos enfermos (87.8% [n=43]), expresandose como un
factor protector para la presencia de la enfermedad, con un OR de 0.8 (95%
IC=0.0-0.63; p=0.018). Por otra parte, el genotipo AA no se encontré reportado en

esta poblacion .

Los datos encontrados en nuestro estudio relacionado con el endotipo nefritis
lGpica pediatrica muestran que entre los casos y controles, los niveles séricos de
Vitamina D presentan niveles significativamente mayores, en comparacion a los

controles.

El SNP rs2476601del locus PTPN22 se encontré asociado con la susceptibilidad
a Nefritis Lapica en los nifios con NLp Clase IV estudiados. El genotipo con mayor
frecuencia del SNP rs2476601 de PTPN22 fue el GG con un 90.6% en la muestra
general de individuos. Al comparar las frecuencias genotipicas entre el grupo de
casos y controles, se observé que el genotipo AA se encuentra presente solo entre
los casos con una frecuencia del 4.35%. Mientras que el genotipo AG se comporta
como un factor de proteccion para nefritis lipica siendo mas frecuente entre los
casos (11.9% [n=11]) [OR: 5.23; 95%IC: 1.35-20.1; p=0.005). En cuanto a la
distribucion alélica, el alelo A fue el alelo de menor frecuencia en la poblacion en
general con un 5.73% [2n=22]; en el grupo de casos este alelo presentd una
frecuencia del 10.33% [2n=19], en comparacion a los controles 1.5% [2n=3]). Este
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alelo se comporta como un factor de riesgo para padecer nefritis lUpica reportando
un OR de 8.29 (95% IC= 2.35 — 29.1; p=0.00). Mientras que el alelo G exhibié un
comportamiento protector de la enfermedad, cuyo OR es de 0.12 (95% IC=0.03 -
0.42; p=0.00); la distribucion alélica de este SNP se encontr6 en equilibrio

genético de Hardy Weinberg tanto en casos como en controles (Tabla 12).

Por otra parte, de todos los polimorfismos evaluados, solo el SNP rs2476601 de
PTPN22 fue el Unico cuyos alelos y genotipos se asociaron con los
biomarcadores séricos antes mencionados. El alelo A se asocido con
concentraciones significativamente elevadas de Vitamina D [59.7 + 19.5 ng/mL],
Leptina [9.96 + 9.73 pg/mL] y adiponectina [11.07 = 14.5 pg/mL].

El SNP Fokl o rs2228570, exhibié una frecuencia significativamente mayor del
genotipo AA en los casos (18.4% [n=9]) a diferencia de los controles (12.4%
[n=12]), con un OR de 3.47 (95% IC = 1.17-10.2; p=0.024. Al contrario de esto, el
genotipo GG demostré una frecuencia superior en los individuos sanos (52.6%
[n=51]) en comparacién con los sujetos enfermos (22.4% [n=11]), siendo un factor
protector contra la enfermedad, con un OR de 0.28 (95% 1C=0.09-0.84; p=0.024)
(Tabla 4).

En cuanto a los alelos de HLA clase Il, se observo que los alelos HLA DRB1*03 y
*15 se mostraron como factores de riesgo para LES.

Con relacién a los niveles séricos de vitamina D, se observé asociacién con los
SNPs de los loci de PTPN22 y VDR.

En la presente tesis se analizaron las concentraciones plasmaticas de los
biomarcadores Leptina, adiponectina y autoanticuerpos nefrofilicos. En el endotipo
NLp, el grupo de casos presentan concentraciones elevadas de leptina y
adiponectina (11.9 pg/mL y 15.8 pg/mL; respectivamente) en comparacion a los
controles, mostrando una diferencia estadisticamente significativa. Con relacion a
los autoanticuerpos ,solo el 3.85% de los casos estudiados fueron negativos para

anti-dsDNA y el 5.13% para anti-SM también fueron negativos. Se destaca que el
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100% de los casos resulto positivos para anti-C1g. Contrario al comportamiento
para aquellos , los anticuerpos anti-P ribosomal y anti-RNP fueron negativos en la

mayoria de los sujetos de este estudio.

8. CONCLUSIONES

1.- El desarrollo de los tres proyectos antes descrito, permiti6 analizar el
comportamiento genético de tres endotipos de LES con y sin compromiso renal en

un grupo multiétnico, como lo es la poblacion Colombiana..

2.- La literatura describe el compromiso sexo dependiente del LES en sus
distintos endotipos, estos hallazgos son similares a los descritos en el presente
trabajo. Es el género femenino el que presenta mayor predisposicion en
desarrollar LES, NFIV o NLp. Sin embargo, al comparar entre estos tres endotipos,
se pudo observar que menos del 10% de los individuos con LES son del género
masculino, mientras que para aquellos casos con afeccion renal como NFIV y NLp
el porcentaje de varones afectados es cercano al 20%. Esto demuestra que el

dafio renal presente entre sujetos del sexo masculino tiende a duplicarse.

3.-Por su parte, de los diferentes biomarcadores séricos aqui analizados, la
vitamina D demostr6 una asociacion indirecta con la enfermedad. Como se
describid, la poblacion de estudio presenta una prevalencia relativamente baja de
insuficiencia de vitamina D; mas del 80% de los casos estudiados presentan
concentraciones seéricas suficientes entre 30 y 100 ng/mL. Sin embargo, el
comportamiento de este heterolipido entre los endotipos evaluados, muestra que
el dafio renal a temprana edad, como ocurre en nifios con Nefritis IUpica, genera
un incremento de la vitamina D sérica, con niveles séricos promedio de 57.2
ng/mL. Estos niveles disminuyen en los individuos adultos con Nefritis lupica tipo
V.
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4.-En cuanto a la asociacion de las variantes genéticas y sus polimorfismos con
relacion a la predisposicion al desarrollo del LES en estos tres endotipos, se
encontré que el polimorfismo rs2476601de PTPN22 demostré una contribucion al
desarrollo de dafio renal como ocurre en los casos con NLp y NFIV observandose
el genotipo heterocigoto AG como factor de riesgo para la enfermedad a diferencia
de los individuos con LES que no desarrollan dafio renal, en los cuales el locus
PTPN22 no genera predisposicion a la enfermedad. Con respecto al gen VDR
solo los alelos y genotipos del Bsml se mostraron asociados a la predisposicion al

desarrollo del LES en los tres endotipos.
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