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RESUMEN

Miguel Angel Villarreal Alarcén
Universidad Auténoma de Nuevo Ledén
Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: POLIMORFISMOS DEL GEN MBL2 EN MESTIZOS
MEXICANOS CON LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO

Numero de paginas: 44

Candidato para el grado de: Doctor en Medicina con Especialidad en
Reumatologia

Area de Estudio: Ciencias de la Salud

Propédsito y Método del Estudio:

Objetivo: Determinar las posibles asociaciones entre haplotipos del locus
MBL2 y lupus eritematoso generalizado (LEG)

Material y métodos: Estudio observacional de tipo transversal vy
retrospectivo. Se incluyeron 149 sujetos, 74 con LEG y 75 controles. Se
tipificaron los alelos y genotipos MBL2 y se hizo una correlacion entre alelos
y genotipos con el cuadro clinico (principalmente con la actividad de la
enfermedad e infecciones) en el grupo de pacientes con LEG que fueron
atendidos en la consulta de Reumatologia del Hospital Universitario de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (HU-UANL). Ademas, para poder
compararlo con la frecuencia normal en este grupo de poblacién, dado que
no se conocia, se tipificaron los alelos y genotipos MBL2 en una serie de
personas sanas.

Resultados: No se encontré asociacion significativa entre los polimorfismos
del MBL2 con respecto al Mex-SLEDAI. No hubo asociacion
estadisticamente significativa entre los polmorfismos del MBL2 con la
presencia de infecciones. Los polimorfismos homocigoto (C/C) vy
heterocigoto (A/C) en el codén 57 de la regidn estructural se encontraron en
7% de los pacientes y 15% de los controles (p<0.001). El polimorfismo
LX/LX se detecto en 21 pacientes con LEG (28%) y solo 1 sujeto del grupo
control (1.3%), lo cual es estadisticamente significativo. (p<0.001).

Contribuciones y Conclusiones Los siguientes hallazgos representan una
probable fuente de riesgo de susceptibilidad para LEG: Homocigoto en el
coddén 57 (C/C) y el haplotipo del promotor LXLX, razén de momios 28.8, |.
C. 95% 3.8-220. La ausencia del genotipo A/C pudiera estar asociado a un
riesgo por un efecto putativo protector en el desarrollo de lupus. Los
resultados sugieren la necesidad de realizar mas estudios con el fin de
corroborar la utilidad de los polimorfismos del gen MBL2, en individuos
sanos para determinar el riesgo de desarrollo de LEG en forma prospectiva.

FIRMA DEL ASESOR:
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La lectina fijadora de manosa (MBL) es una proteina sérica dependiente de
calcio que es secretada por el higado como una proteina de fase aguda de la
inflamacion, cuyo gen se encuentra en el brazo largo del cromosoma 10."2 La
proteina es una molécula multimérica de hasta seis subunidades funcionales,

cada una formada por tres cadenas polipeptidicas y tiene una estructura
analoga a la proteina C1q. La MBL juega un papel importante en el sistema de
defensa de la inmunidad innata, opsonizando microorganismos ricos en manosa
y N-acetilglucosamina y activando macréfagos a través del receptor de C1q*. La
MBL activa la tercera via del sistema del complemento y a la via de la lectina, a

través de dos proteasas de serina asociadas (MASP1 y MASP2)°. (Ver figura 1)
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Figura 1. Via de la lectina de activacion del complemento. Su activacion es
mediada por MBL, que reconoce patrones de carbohidratos microbianos. La MBL se
asocia con proteasas de serina asociadas a MBL 1 y 2 (MASP 1 y 2). Su activacion
escinde C2 y C4, luego C4b y C2b forman una C3 convertasa que inicia la cascada del
complemento al escindir C3.°




Las concentraciones deficientes y bajas de MBL en el suero se deben
principalmente a la presencia de tres mutaciones puntuales en la regidn
estructural (codificante) del gen MBL2 en los codones 54, 57 y 52, que afectan
la produccion de la proteina, los cuales se denominan de manera general como
alelos O (en contraste al alelo normal A) y cuyas denominaciones particulares
son B, C y D. Adicionalmente se han reportado tres mutaciones localizadas en
la porcién 5 no traducida del mismo gen (regién promotora) que tienen un
efecto cuantitativo sobre la produccion y la concentracion sérica de la proteina”
8. Estas mutaciones se ubican en las posiciones -550 y -221 y constituyen los
sistemas polimérficos H/L y X/Y respectivamente. Como consecuencia de
fendmenos de desequilibrio de ligamiento, en las comunidades humanas se han
observado seis sistemas de haplotipos constituidos por los alelos de las
regiones promotora y estructural del gen MBL2: HYA, LYA, LXA, HYD, LYC y
LYB; estos haplotipos se combinan en genotipos diferentes. El haplotipo HYA
esta asociado con altos niveles de MBL, mientras que el haplotipo LYA se
asocia con niveles moderados y el haplotipo LXA se asocia a una produccién

baja de MBL. (Figura 1)

Las frecuencias alélicas y genotipicas se han definido en diferentes grupos de
poblacion®, asi, se ha observado la distribucién para estos haplotipos en Africa
(Kenya y Mozambique) es de LYA 50%, LYC 24%, LXA 18% y HYA 7%, para
Europa (Dinamarca) de HYA 30%, LXA 24%, LYA 21%, LYB 12% y HYD 7%,
para Asia (Japdén) HYA 44%, LYB 32%, LXA 11%, LYA 7%, para Australia HYA

75%, y LYA 21%, para Groenlandia HYA 81% y LYB 12%, y para Sudamérica



(Argentina) HYA 48% y LYB 43%’. Hay estudios que sugieren que la deficiencia
de MBL esta asociada con un alto riesgo de infecciéon tanto en nifios como en
adultos', y existe una controversia sobre el papel patologico de estos

polimorfismos en el LEG y en la artritis reumatoide.

Las infecciones causan del 25 al 50% de la morbilidad en pacientes con LEG, y
las infecciones graves son una causa importante de hospitalizacion. Las
bacterias comunes son responsables de la mayoria de las infecciones en
pacientes con lupus. Las bacterias mas frecuentemente descritas son los

bacilos gramnegativos y los cocos grampositivos.

Ademas, las infecciones son la causa principal de muerte en pacientes con LEG
en paises en desarrollo. En una cohorte de pacientes chinos seguida de 1992 a
1996, el 66% de las muertes fueron causadas por infecciones.'” '? En series de
autopsias realizadas en pacientes con LEG en Brasil, las infecciones fueron
responsables del 58% de los fallecimientos; 34% de las muertes fueron
atribuidas a actividad del LEG. En paises desarrollados, la infeccion también es
una de las causas principales de mortalidad en pacientes con LEG y es
considerada la primera 0 segunda causa mas comun de mortalidad en varios
estudios."" 2 Estas tasas altas de mortalidad por infecciones probablemente
son el resultado de un wuso mas agresivo de corticoesteroides,
inmunosupresores y terapia de apoyo, (incluyendo didlisis e internamiento en

cuidados intensivos), en el control de la actividad y complicaciones del LEG.

Las infecciones oportunistas estan surgiendo como causa importante de



mortalidad. Estas se asocian frecuentemente con el uso incrementado de dosis
altas de corticoesteroides e inmunosupresores y frecuentemente son

diagnosticadas solo en forma post-mortem.'?

Los alelos variantes en la porcién promotora del gen MBL2 se han asociado con
niveles menores de MBL, que juega un papel importante en la fagocitosis de
microorganismos y tiene una funcién similar a C1q. Los pacientes con LEG
homocigotos para variantes de alelos MBL también tienen un riesgo
significativamente mayor de desarrollar infecciones tales como neumonia por
neumococo. Se ha demostrado, por ejemplo que la incidencia anual de
infecciones requiriendo hospitalizacion es cuatro veces mayor en estos
pacientes con LEG que en los heterocigotos para los alelos variantes o los

homocigotos para el alelo normal'™ '2.

Con el fin de examinar el papel propuesto de la deficiencia de MBL en LEG, se
investigd un grupo de pacientes con LEG atendidos en la consulta de
Reumatologia del HU-UANL. Se estudio en ellos la asociacién de haplotipos del
locus MBL con la actividad de la enfermedad y con la historia pasada de
infecciones. Estos pacientes residen predominantemente en los estados de
Nuevo Ledn, Coahuila, Tamaulipas, San Luis Potosi, Zacatecas y Veracruz y
solo participaron aquellos que firmaron la carta de consentimiento informado

aprobada por el Comité de Etica del HU-UANL.



1.2 Importancia

En afos recientes se ha hecho evidente que la deficiencia de MBL, debida a
polimorfismos en el gen MBL2, se asocia con un mayor riesgo de infeccion,
tanto en nifios como en adultos', en inmunodeficiencias primaria y secundaria
(HIV)14, en quimioterapia antineoplasica, y se ha observado ademas en

15 18 fibrosis quistica, enfermedades

aterosclerosis y cardiopatia coronaria
autoinmunes (LEG?* > ™ 1718 artritis reumatoide® '°) y abortos recurrentes?®.
Ademas, varios estudios realizados en diferentes grupos étnicos (ingleses,

espaﬁoles4' 17, griegos, afroamericanos, sudafricanos, argentinos,

1321 Inuits, y chinos —Hong Kong-) han sugerido un efecto menor

australianos
de los alelos variantes de MBL2 en la predisposicion a LEG. Recientemente, se
ha observado que el alelo X en el promotor del gen MBL2 esta sobre
representado significativamente en pacientes chinos con LEG. Recientemente
se encontré que en pacientes con LEG homocigotos para los alelos variantes

del MBL2 hay asociacion con riesgo incrementado de trombosis arterial®®.

El prondstico del LEG esta asociado principalmente con los sintomas
relacionados a lupus, esto es, participacion de o6rganos especificos. Sin
embargo, un cuerpo substancial de evidencia ha indicado que las infecciones
contribuyen considerablemente tanto a la morbilidad como a la mortalidad en

esta enfermedad® " 1" %2,



1.3 Originalidad

Las frecuencias alélicas y genotipicas para el locus MBL2 se han definido en
diferentes grupos de poblacion y se han asociado a susceptibilidad a LEG vy
predisposiciéon a infecciones en este tipo de pacientes. La frecuencia de estos
haplotipos y su relacién con LEG no han sido determinadas en México. En el
presente estudio se hizo un estudio de casos (pacientes con LEG) y controles
(sujetos con patologias no reumaticas) procedentes predominantemente del
noreste del pais, en el cual se analizaron los haplotipos en el gen mencionado y
se establecieron las asociaciones entre haplotipos y LEG, y haplotipos y
predisposicién a infecciones en este grupo de pacientes. Estos hallazgos serian
indicativos de las relaciones entre genotipo para el locus MBL2 y LEG en

nuestro grupo étnico.

1.4 Justificacion

Debido a las asociaciones que se han establecido entre LEG y predisposicion a
infecciones en pacientes con LEG con determinados haplotipos del gen MBL2
en diferentes grupos étnicos, entre los cuales no figura la poblacién mexicana;
la principal justificacion de este trabajo fue establecer este tipo de relaciones en

sujetos con LEG de nuestro grupo étnico.



CAPITULO 2

HIPOTESIS

H1: En la poblacion de mestizos mexicanos existe una asociacion causal entre
determinados haplotipos del locus MBL2 y LEG y algunos de estos haplotipos

incrementan el riesgo relativo (RR) para LEG.

H2: En la poblacion de mestizos mexicanos existe una asociacion causal entre
determinados haplotipos del locus MBL2 y la susceptibilidad a infecciones en
este grupo de pacientes y algunos de estos haplotipos incrementan el riesgo

relativo (RR) para infecciones asociadas a LEG.

HO: No existe asociacion significativa entre haplotipos de MBL2 y LEG, y no
existe asociacion significativa entre haplotipos de MBL2 e infecciones asociadas

a LEG.

1. Variable dependiente
e Lupus Eritematoso Sistémico
e MEX-SLEDAI
¢ Infecciones
2. Variable independiente
e Polimorfismos del gen MBL-2
3. Diserio

Estudio observacional, de tipo transversal y retrospectivo



CAPITULO 3

OBJETIVOS

Objetivo general:

1. Determinar las posibles asociaciones entre haplotipos del locus MBL2 y

LEG.

Objetivos especificos:

1. Conocer la prevalencia de haplotipos del locus MBL2 en un grupo de

pacientes con LEG provenientes de México.

2. Conocer la prevalencia de haplotipos del locus MBL2 en un grupo de

sujetos controles provenientes de México

3. Determinar los equilibrios génicos (ley de Hardy-Weinberg) para los

genotipos determinados en ambos grupos de estudio.

4. Establecer la asociacion entre determinados haplotipos y numero de

infecciones en sujetos con LEG.



CAPITULO 4

MATERIAL Y METODOS

4.1 Recursos humanos

Los especialistas en reumatologia del servicio del Hospital Universitario
estuvieron a cargo de examinar a los pacientes y les realizaron el indice de
Actividad de la enfermedad en LEG modificado en México (MEX-SLEDAI, por
sus siglas en inglés?®) que se muestra en el apéndice. De los cuestionarios

aplicados se recopil6é el numero de infecciones.

Los especialistas en genética y biologia molecular del Departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UANL llevaron a cabo la
determinacion de los haplotipos del gen MBL2 de los pacientes y de los

controles.

4.2 Pacientes y controles

La poblacion de pacientes consistid de setenta y cuatro personas que son
atendidas en la Consulta Externa de Reumatologia del HU-UANL y en la
consulta privada de Reumatologia que voluntariamente decidieron participar en

el estudio y que firmaron la forma de consentimiento informado preparada para

10



este estudio, la cual se sometié a revision y aprobacién por el Comité de Etica
del HU-UANL con el numero RE07-009. Todos los pacientes reunieron cuatro o
mas de los criterios propuestos en 1982 y revisados en 1997 por el American
College of Rheumatology (ACR)** para la clasificacion del LEG que se
muestran en la tabla 1. Los datos demograficos y clinicos se obtuvieron en
forma retrospectiva de los expedientes, y los criterios de la recoleccion de los
datos fueron uniformes para todos los pacientes, tal como se muestra en el
apéndice. El grupo control estuvo compuesto de setenta y cinco sujetos
clinicamente sanos pareados por sexo, que son personal del hospital,
estudiantes de medicina y mujeres sanas en puerperio normal en la sala de

Obstetricia; todos ellos aceptaron colaborar voluntariamente en el estudio.
4.2.1 Criterios de inclusion para pacientes con LEG

+» Mayores de 16 afos de edad.

+« De cualquier sexo.

% Con diagnostico de LEG definido.

% Que firmaran consentimiento informado y en menores de 18 afnos que

este consentimiento sea firmado por uno de sus padres o tutor.

11



1. Exantema Eritema fijo, plano o elevado, sobre las regiones malares, que tiende a
Malar respetar los pliegues nasogenianos

3. Exantema cutaneo después de exposicion solar, por antecedente u
Fotosensibilidad observado por el médico

5. Artritis Artritis no erosiva que afecta dos o mas articulaciones

7. Alteraciones a) Proteinuria mayor de 0.5 gr/dia o mayor de 30
renales

b) Cilindros celulares

9. Alteraciones a) Anemia hemolitica; b)Leucopenia menor de 4,000 o c)Trombocitopenia
hematolégicas menor de 100,000 en ausencia de medicamentos.

11. Anticuerpos  Un titulo elevado, en cualquier momento de la evolucién en ausencia de
Antinucleares medicamentos conocidos responsables del sindrome de “Lupus inducido
por drogas”
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4.2.2 Criterios de exclusion para pacientes con LEG

% Que tengan superposicion con otra enfermedad autoinmune del tejido

conjuntivo.

% Que tengan enfermedad indiferenciada del tejido conjuntivo.

% Que no aceptaran firmar el consentimiento informado.

%+ Menores de 16 anos de edad.

4.2.3 Criterios de inclusiéon para controles normales

% Sujetos clinicamente sanos.

+» Mayores de 16 afos.

+ De cualquier sexo.

< Que firmaran el consentimiento informado.

4.2.4 Criterios de exclusion para controles normales

% Que no aceptaran firmar el consentimiento informado.
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4.2.5 Consentimiento informado

Se explicé a los pacientes y controles en que consiste el estudio y se les solicitd
la firma de una carta de consentimiento informado presentada por escrito, la

cual se muestra en le apéndice.

4.3 Recursos biolégicos
Deteccion de los haplotipos en el gen MBL?2.

La determinacion de alelos y haplotipos, se realizé a partir de DNA gendmico
aislado de 200 pl. de sangre periférica anticoagulada con EDTA. El aislamiento
del DNA se realizé mediante extraccion con fenol-cloroformo, segun el protocolo
del Departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina, UANL?® 2°.
Después del aislamiento, las muestras de DNA se almacenaron a -20° C hasta

su uso en los ensayos de genotipificacion?’.

La tipificacion de alelos en las regiones promotora y estructural del gen MBL2
se hizo mediante la reaccién de cadena de polimerasa (PCR, por las siglas en
inglés de Polymerase Chain Reaction) Técnica que radica en forma tradicional
en el corte con endonucleasas de restriccion de los productos amplificados por
PCR con sondas especificas del polimorfismo y luego se verifico éste con un

corte con enzima de restriccion (RFLP, por las siglas en inglés Restriction
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Fragment Length Polymorphism), las sondas fueron enviadas a sintetizar a

Invitrogen (Carlsbad, California).?>?® (Figura 2).

Exon 1
134 pb
Codon 52 Codon 57 Codon 54
Mwo 'l Mbo I1 Ban I
134 ab 108+2epb 134 pb 78+56 pb 134 pb 95+38 pb
Alelo D WT, Alelo A WT, Alelo A Alelo B WT, Alelo A

Figura 2. Enzimas utilizadas para la determinacién de los alelos del

segmento estructural.
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Las sondas MBL-E1-FOR y MBL-E1-REV se utilizaron para amplificar los sitios
polimoérficos en el exén 1, mientras que las sondas MBL-PRO-FOR y MBL-
PRO-REV se usaron para los sitios polimoérficos en la region promotora del

gen.?® (Figura 3)

A lgcnnnnnnngc €1 lggyrec€11]|

(MBL-E1-FOR) SS=sssssssssssnay T r——
*¥1%2%224% catcaacggetteccaggeaaagatgagegtibatiggdace B 4234

aaga€III
aagggalgaaaagggggaaccaggtacgtgttgggetgttotgtctetgea 9 +284

attctttaccttccagaggaaactgeoctggggatatgaggagac****** = 4334

mmmme——meeeeee————- (MBP-E1-REV)

B
lgacnnnnnnngtc €1y
(MBL-PRO-FOR ) E=maee e

kkEFEREAXRKEARX b gaaaatgottacccaggocaagoctgtgtaaaac & -544
accaaggggaongcanactocagtzaattetgggebgggttggbgoctaag P> -494
gttgaggttgatctgaggttgagacettoctettbggatecaczagettte P -444
agcteagggectgocaatgagtaaatgatagttascaggtectggaggag P -394
aatcagctgecccagatacaaagatgggattcaggtggcagatggaccega > -344
agaggacatggagagaaagaggaagctoctacagacacctgggtttocac 2 -294
tcattcotsattocctaagoctaacaggcataagocagcetggcaatgeacygy > 244
tcccatttgttcteactgoccacggaaagcatgtttatagtctieccageag 2 -1%4
caacqccaqqtqtctaqqcacaqatqa#itt‘!‘#t*!***rttf#t*l!*t * -144

S——m——e—ee—————————  |MBL-PRO-REV)

Figura 3. Sondas utilizadas en la genotipificacion PCR-RFLP. Las areas
sombreadas son sitios de apareamiento para ambas sondas directas e
inversas, r=a 0 g;y=cotn=adécdtdg; A: Exon 1 MBL: Mwo | (l) escinde
alelos silvestres en el codén 52, Ban | (I1) escinde alelos silvestres en el alelo en

el codon 54 y Mbo 1l (1ll) escinde el alelo variante en el codén 57. B: Promotor
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MBL: Drd | (IV) escinde alelo L en -550 y Btg | (V) escinde el alelo Y en -221 pb

de la region promotora.?®

Las vias del proceso de digestién se muestran en la figura 4.

PROMOTOR
410 PB

Btg 1

410 pb
Alelo X

352 pb
Alelo Y

Figura 4. Enzimas utilizadas para la identificacion de los alelos del

segmento promotor.

Para visualizar los fragmentos digeridos del exoén |

Drd 1
410 pb 389 pb
Alelo L Alelo H

del promotor se utilizé

electroforesis en gel de agarosa al 2% para el estructural y al 3% para el

promotor, se marcé con bromuro de etidio y se tomo fotografia con exposicion a

luz ultravioleta.
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Con los resultados obtenidos se definieron los siguientes genotipos: el grupo
A/A que consiste de dos alelos silvestres del segmento estructural con alelos de
la regidon promotora de alta expresion (YA/YA), dos alelos silvestres en region
estructural con un alelo de region promotora de baja expresion (XA/YA), dos
alelos silvestres en region estructural con dos alelos de region promotora de
baja expresion (XA/XA); un alelo silvestre y un alelo mutado O para la region
estructural (genotipo A/O) combinados ya sea con alelos de regiéon promotora
de alta expresién (YA/YO) o con alelos de region promotora de baja expresion
(XA/X0O); vy finalmente el genotipo O/O para alelos defectuosos en la regiéon
estructural con cualquier alelo para la regiéon promotora (XO/XO, YO/YO,

XO/YO).(Figura 5).

Mwol Mboll Banl
A 109+25 A 134 A 95+38
D 134 C 78+56 B 134 No hay
N M
PAPPEL A A+D A+D A A A A
134
109
95
38
25

Figura 5. Electroforesis en gel (agarosa) de las digestiones de la regién

estructural.
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H/LL H H X Y Y X
"B S s Wy

F10

489 410

404

38F 389 389 389
242 |

180

147

118

110

Figura 6. Electroforesis en gel (agarosa) de las digestiones de la region
estructural.

4.4 Recursos materiales

Para el examen de los pacientes con LEG se utilizaron las instalaciones de la
consulta externa de reumatologia asi como los consultorios particulares de los
reumatdlogos que voluntariamente decidieron colaborar con los pacientes bajo

su cuidado.

El cuestionario MEX-SLEDAI es el que fue validado por Cardiel y col., en
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México en 1992% y que se utiliza de rutina en los pacientes con LEG en el
servicio. Los expedientes estan en el archivo clinico del HU-UANL y en los

consultorios particulares de los diferentes reumatélogos.

Los reactivos e instrumentos de laboratorio y gabinete para la elaboracién de
los haplotipos del gen MBL2 se encuentran en el Departamento de Bioquimica
de la Facultad de Medicina de la UANL. Adicionalmente se utilizd el kit de
ELISA para MBL 030 (Antibody Shop, Gentofte, Dinamarca), para la

cuantificacion de los niveles de lectina fijadora de manosa en suero.
4.4. 1 Recursos financieros

Los costos de los reactivos fueron cubiertos por recursos propios del Servicio
de Reumatologia y del Departamento de Bioquimica del HU-UANL y se
utilizaron para la compra de los reactivos bioldgicos y los procesos que se
realizaron en el departamento de Bioquimica necesarios para los sujetos

participantes.

4.5 Recursos Metodologicos

4.5.1 Diseno experimental y analisis de datos.

El diseno es observacional.

4.5.2 Tipo de investigacion.

Transversal y retrospectiva.
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4.5.3 Analisis estadistico.

El equilibrio de Hardy-Weinberg para las frecuencias genotipicas se probd con
analisis de X2. El riesgo de lupus asociado con genotipos MBL2 como factor
genético y la fuerza de la asociacion de los genotipos con la frecuencia de las
caracteristicas clinicas se estimo por calculo de razén de momios con intervalo
de confianza de 95%. Todas las pruebas fueron de dos colas. La significancia

estadistica fue tomada como un valor de p <0.05.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

La poblacion consistié en 74 pacientes con LEG y 75 controles sanos. De los
pacientes con LEG, 67 fueron del sexo femenino (91%) y 7 del masculino (9%).

En el grupo control, 69 fueron mujeres (92%) y 6 hombres (8%).

La mediana de la edad de los pacientes con LEG fue de 33 afios, con un rango
de 16 a 62 anos. En el grupo control, la mediana de la edad fue de 27 anos,

con un rango de 17 a 77 afios (p= 0.05).

Las caracteristicas demograficas de ambos grupos se muestran en la tabla 2.

Pacientes Controles P

Edad Mediana 33 (16-62) 27 (17-77) <0.05

y (Rango)

Tabla 2. Caracteristicas demograficas
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Se encontré que los sistemas alélicos analizados para el locus MBL2 estaban

en equilibrio de Hardy Weinberg con el grupo control.

En el sistema de alelos de la region estructural A/D para el codon 52, es decir el
alelo D, se encontré que el homocigoto A/A se manifesté en 60 pacientes con

LEG (81%) y en 60 controles (80%).

El heterocigoto A/D se presentd con una frecuencia de 6 en el grupo de
pacientes (8%) y 9 en el grupo control (12%). Ademas, el homocigoto D/D se
identificé en 8 pacientes con LEG (11%) y en 6 controles (8%). Es decir, que el
sistema de alelos de la regién estructural A/D fue similar en pacientes y
controles con respecto al homocigoto A/A, el heterocigoto A/D y el homocigoto

D/D.

En los datos anteriores no se encontré6 una diferencia estadisticamente

significativa entre los grupos. (Tabla 3).

Para el coddn 54, es decir el alelo B, se encontré el homocigoto A/A en 57

pacientes con LEG (77%) y 55 controles (73%).

El heterocigoto A/B se manifestd con igual frecuencia, 15 pacientes, tanto en el

grupo de pacientes como en el grupo control (20%).

El homocigoto B/B se detectd en 2 pacientes con LEG (3%) y 5 controles (7%).
Por lo tanto, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las

frecuencias de los alelos A/A, A/B y B/B (p<0.05). (Tabla 3).
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GENOTIPO O ALELO PACIENTES | CONTROLES
A/A 60 60
A/D 6 9
D/D 6

A/A 62
A/C 12
1

Tabla 3. Genotipos del codén 52, 54, 57 (region estructural) y de la region

promotora.

Para el codon 57, es decir el alelo C, el homocigoto A/A se manifesté en 69

pacientes (93 %) con LEG y en 62 controles (82%).

El heterocigoto A/C no se present6 en el grupo de pacientes con LEG, pero se
manifestoé en 12 sujetos del grupo control (16%). Ademas, el homocigoto C/C se
identifico en 5 pacientes con LEG (7%) y en 1 sujeto del grupo control (1.3%).
Lo anterior da una diferencia estadisticamente significativa, con una p<0.001

(Tabla 3).

En el sistema de alelos de la regién promotora H/L, X/Y, se manifesté el

polimorfismo HY/HY en 10 pacientes (13%) y 9 controles (12%).
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El polimorfismo LY/LY se detectd en 23 pacientes con LEG (31%) y 9 sujetos

control (12%).

Por otra parte, el polimorfismo LX/LX se detectd6 en 21 pacientes con LEG
(28%) y solo 1 sujeto del grupo control (1.3%), lo cual es estadisticamente

significativo. (p<0.001).

Con respecto al polimorfismo LX/LY, se manifestd en 16 pacientes (21%) y 10
sujetos del grupo control (13%). El polimorfismo HY/LY se detecté en 2
pacientes con LEG (2.7%) y 18 sujetos control (24%). (p<0.001. razén de

momios 0.087, |. C. 95% 0.02-0.39).

Por ultimo, el polimorfismo HY/LX se manifesté en 2 pacientes con LEG (3%) y

en 5 sujetos del grupo control (7%). (Tabla 3).

Con respecto al indice Mex-SLEDAI no se encontré diferencia intra-caso,
estadisticamente significativa entre los pacientes con diferencias entre los

polimorfismos de los genes estructurales y de los promotores.

En relacion al numero de infecciones (Tabla 4), no se encontré diferencia
estadisticamente significativa intra-caso entre los pacientes con diferencias en

los polimorfismos de los genes estructurales y promotores.
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Tabla 4. Numero de Infecciones en el ultimo aino en pacientes con LEG
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CAPITULO 6
DISCUSION

El lupus eritematoso generalizado es una enfermedad de origen multifactorial,
influida por la triada que constituyen la genética, la inmunidad y los factores
ambientales; el papel de los factores genéticos continua estudiandose,
sugiriendo alteraciones en genes candidatos para intervenir a este respecto. 29,
30 El grado de influencia en las manifestaciones de la enfermedad, asi como las
complicaciones observadas, cuando las alteraciones de los genes en cuestion
influyen simultaneamente en varias funciones, como en la respuesta inmunitaria
hacia agentes infecciosos, y en los efectos autoinmunes, al manejarse
inadecuadamente la tolerancia hacia lo propio es variable entre las diferentes
poblaciones, y entre diferentes familias. Otra caracteristica que tienen las
alteraciones del sistema genético en relacién al LEG es que también se asocian
a otras enfermedades, de manera que el LEG no solo es multifactorial,
hablando en sentido amplio, asi como en sentido genético, sino que los mismos
polimorfismos o mutaciones pueden estar asociados a mas de una enfermedad.
Cabe mencionar que cuando hay mutaciones o polimorfismos sospechosos, no
siempre son reproducibles entre investigadores en diferentes poblaciones dada
la diferente penetrancia e interaccion con factores ambientales que tienen,

ademas no en todos se pueden reproducir en modelos animales.

En la presente investigacion se encontraron diferencias con respecto a estudios

realizados en otras poblaciones, tanto para el grupo control (tabla 4) como para
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el de pacientes, (tabla 5). La ausencia del genotipo A/C, en el grupo de
pacientes, pudiera estar asociado a un riesgo debido a un putativo papel

protector de dicho genotipo en el desarrollo de LEG.

Haplotipos China Inuits Caucas Africa Espana México

En controles (Este estudio)

0.313 0.138 0.379 0.649 0.424 0.613

Tabla 5. Comparacion de haplotipos en poblaciones normales.’ '3 1618

Haplotipos en Espana China México
LEG

(Este estudio)

Tabla 6. Comparacién de haplotipos en poblaciones de pacientes con

lupus.” 718
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Los resultados en nuestra poblacion muestran semejanza con los resultados

encontrados en el grupo de individuos estudiados en China.

A diferencia de otros reportes no se encontré una relacién importante entre los

distintos polimorfismos estudiados y la frecuencia de infecciones.

En nuestro trabajo se confirmo el hallazgo de otros estudios al respecto de la

heterogeneidad de las frecuencias de los haplotipos.

Estos hallazgos sugieren la necesidad de realizar mas estudios con el fin de
corroborar la utilidad de los polimorfismos del MBL2 en individuos sanos para
determinar riesgo de desarrollo de LEG en forma prospectiva. Existe el
potencial de realizar otros estudios para correlacionar caracteristicas clinicas

del LEG con los diferentes polimorfismos del MBL2.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Los polimorfismos del homocigoto C/C se identificaron, en el codén 57 de la
regién estructural, en el 7% de los pacientes con LEG, y del heterocigoto A/C en
15% de los controles (p<0.001). Lo anterior indica que hay diferencias
significativas en los polimorfismos de la region promotora con respecto al riesgo
de desarrollar LEG. La ausencia del genotipo A/C pudiera estar asociado a un

riesgo por un efecto putativo protector en el desarrollo de lupus.

El polimorfismo LX/LX se encontré en el 28% de los sujetos con lupus y en el
1.33% de los controles (p<0.001) con una razén de momios de 28.8 (I. C. 95%

3.8-220).

El polimorfismo HY/LY se encontrd en el 2.7% de los pacientes y en el 24 % de

los controles (p<0.001), con una razén de momios 0.087 (1. C. 95% 0.02-0.39).

El estado del homocigoto en el codon 57 (C/C) y el haplotipo del promotor LXLX
representan una probable fuente de riesgo de susceptibilidad para LEG con una

razén de momios 28.8 (l. C. 95% 3.8-220).

No se encontrd asociacion significativa entre los polimorfismos del MBL2 con

respecto al Mex-SLEDAL.

No hubo asociacion estadisticamente significativa entre los polmorfismos del

MBL2 con la presencia de infecciones
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MEX-SLEDAI

MNombre:

APENDICES

APENDICE A

El puntaje toral del indice clinice Mex-SLEDAT es la suma total de los puntos de cada varable. Se toma en
cuenta la variable que estd presente en la fecha de In cita o su ocurrencia en los fltimos 10 dias.

CALIFICACION

& Trastorno
MWenrologico

& Trastorno
Renal

4 Vasculitis

3 Hemolisis
Trombopenia

3 Miosifis

2 Artmtis

2 Afeccion
Cutanea

DESCRIPTOR DEFINICTON

Psicosis: Capacidad alterads para funcionar en una actividad cotidiana debido a
trastomme grave, en la percepcion de la realidad. Incluye: Alncinaciones, incoherencia,
perdida marcada de asociaciones, contenide pobre del pensamiento, pensanuento
ilogico notorio, desorgamizado. Se debe exchur la presencia de wenia, toxicos y
drogas que puedan inducir psicosis.
EVC: Sindrome reciente. Se exchiye ateroesclerosis
Comnvitlsiones: Die mucio reciente, exclhivendo causas metabalicas, mfecciosas o
sectundarias a drogas,
Sindrome orgamico cérebral: Funcion mental alterada con pérdida en la onentacion,
memoria o en ofra funcion intelectiial de micio rapido con caracteristicas clinicas
flisctuantes: tales come: Alteracion de la consciencia con incapacidad para mantener la
atencion en ¢l medio ambiente. En adicion al menos dos de los siguwientes: alteracion
perceptual. lengiaje meoherente. insomnio o somnolencia divma. atmento o
disminueion de la actividad paicomotora. Deben excluirse cansas metabdlicas,
mifecciosas ¥ secundarias a drogas.
Moneneuntis: Déficit sensonal o motor de micio reciente en une o mas de los nervios

cranenles o penféncos.

Mielitis: Paraplejia de micio reciente vio alteracitn del comrol de la vajiga v del
iitesting, excluyendo oas cansas.

Cilindros: granmlosos o eritrocitanos

Hematuria: = 5 entrocitos por campo. Exclayendo otras cansas
Proteinuria de micio reciente > 0.5 gr'dl en mnestra aislada
Anmento de creatinmma = 5 ma/dl

Ulceras, gangrena, vasculitis en pulpejo de dedos, infarto periunguneal, hemorragias en
astillas. Biopsia o anmografia diagnosnca de vasculitis,

Hb=12 gr/dl v con reticulocitos comregidos = 3%
Menos de 100,000 plaguetas, No debido a drogas v otras causas.

Mialgias v debilidad muscular proximales asociadas con elevacion de CPE.
Mas de dos articulaciones delorosas con inflamacion o derrame articular,
Entema malar, de inicio reciente o aumento en |a recumancia de eritema malar.

Ulceras mmecosas de inicio reciente o recimencia de ulceras orales o nasofanngeas.
Alopecia: areas de alopecia difusa o caida facil del cabello.
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2 Serositis

1 Fiebre
Fatiga
1 Leucopenia

Linfopenia

Pleuritis: Historia contundente de dolor pleuritico, frote pleural o derrame pleural al
examen fisico.

Pericarditis: Historia contundente o frote pericardico audible.

Peritonitis: Dolor abdominal difuso con rebote ligero (excluyendo causas
intraabdominales).

= de 38° C después de la exclusién de proceso infeccioso

Inexplicable

Leucocitos < de 4000 x mmz=, no secundario al uso de drogas.

Linfocitos < de 1200 x mm=, no secundario al uso de drogas.

Puntaje total del Indice Mex-SLEDALI
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APENDICE B

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL
PROYECTO "POLIMORFISMOS DEL GEN MBL2 EN LUPUS EN
MEXICO”
Informacioén sobre el estudio
El objetivo de esta investigacion es determinar si algunos genes
pertenecientes a nuestra informacién hereditaria influyen en el riesgo de
desarrollar lupus eritematoso generalizado asi como la de determinar la

relacion entre estos genes y el curso de la enfermedad.

Procedimiento a seguir:

Usted esta siendo invitada(o) a participar de la siguiente forma:

Donando una muestra de sangre de aproximadamente 1 ml, la cual sera
extraido de una vena de su brazo. A partir de esta muestra se obtendra
ADN (el material genético en donde estan los genes). Este material
genético sera utilizado para realizar esta investigacion.

Todo lo que aprendamos de usted durante la investigacion sera
confidencial. La muestra que usted done sera manejada con una clave y
nunca se revelara su identidad. Si publicamos los resultados del estudio
en una revista o libro cientifico, no lo identificaremos a usted de ninguna
manera, ni tampoco se revelara su domicilio, lugar de trabajo, numeros
de teléfono, ni direcciones electronicas personales. Igualmente, este
consentimiento autoriza a los investigadores a realizar futuros estudios
en la misma muestra sin necesidad de volver a realizar una nueva
venopuncion.

No le garantizamos que su participacion en el estudio lo beneficie a
usted. Ud. no recibira ninguna compensacion por participar en este
estudio. Usted no tendra costos adicionales por su participacion en este

estudio. Su decisién para tomar parte en este estudio es voluntaria.
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Usted tiene libertad de decidir si no quiere participar en este estudio en
cualquier momento. Si decide no participar en este estudio, esto no

afectara su cuidado médico futuro en esta institucion.

Molestias o riesgos posibles:

Existen ciertos riesgos e incomodidades que se pueden presentar en
esta investigacion. Puede sentir una molestia transitoria en el sitio de la
puncion, durante la toma de la muestra de sangre, algunas personas
también pueden sentir mareo cuando se les extrae la sangre.

Si tiene alguna complicaciéon resultante de los procedimientos que se
realicen, tiene derecho a que se le brinde la atencion médica requerida.
Si usted tiene alguna duda adicional, relacionada con esta investigacion,
puede dirigirse con el investigador principal, el Dr. Miguel Angel Villarreal
Alarcén al Teléfono:83-47-12-93, Ext 231, en Gonzalitos y Madero,
consulta externa numero 12 del Hospital Universitario. Este estudio esta
registrado en la Subdireccion de Investigacion y Estudios de Postgrado y
se puede poner en contacto con el Dr. Bosques, Presidente de la

Comision de Etica del Hospital Universitario.

Aceptacion de participar

Por medio de la presente confirmo que he sido informado sobre todos los
aspectos relacionados con este estudio y he comprendido Ilas
explicaciones que se me han dado a través del presente documento al
igual que verbalmente para resolver dudas adicionales.

Con base en la informacién proporcionada declaro que, de manera

voluntaria, acepto participar en esta investigacion.

Nombre del paciente

Firma del paciente

Nombre del investigador encargado

38



Firma del investigador encargado

Nombre del Testigo 1

Firma del Testigo 1

Nombre del Testigo 2

Firma del Testigo 2

Fecha (dd/mm/aaaa): /
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APENDICE C

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA CONTROLES PARA EL
PROYECTO "POLIMORFISMOS DEL GEN MBL2 EN MEXICO”

Informacion sobre el estudio
El objetivo de esta investigacion es determinar la frecuencia de algunos

genes pertenecientes a nuestra informacion hereditaria.

Procedimiento a seguir:

Usted esta siendo invitada(o) a participar de la siguiente forma:

Donando una muestra de sangre de aproximadamente 1 ml, la cual sera
extraido de una vena de su brazo. A partir de esta muestra se obtendra
ADN (el material genético en donde estan los genes). Este material
genético sera utilizado para realizar esta investigacion.

Todo lo que aprendamos de usted durante la investigacion sera
confidencial. La muestra que usted done serd manejada con una clave y
nunca se revelara su identidad. Si publicamos los resultados del estudio
en una revista o libro cientifico, no lo identificaremos a usted de ninguna
manera, ni tampoco se revelara su domicilio, lugar de trabajo, numeros
de teléfono, ni direcciones electronicas personales. Igualmente, este
consentimiento autoriza a los investigadores a realizar futuros estudios
en la misma muestra sin necesidad de volver a realizar una nueva
venopuncion.

No le garantizamos que su participacion en el estudio lo beneficie a
usted. Ud. no recibira ninguna compensacion por participar en este
estudio. Usted no tendra costos adicionales por su participacion en este
estudio. Su decisién para tomar parte en este estudio es voluntaria.
Usted tiene libertad de decidir si no quiere participar en este estudio en

cualquier momento. Si decide no participar en este estudio, esto no
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afectara su cuidado médico futuro en esta institucion.

Molestias o riesgos posibles:

Existen ciertos riesgos e incomodidades que se pueden presentar en
esta investigacion. Puede sentir una molestia transitoria en el sitio de la
puncion, durante la toma de la muestra de sangre, algunas personas
también pueden sentir mareo cuando se les extrae la sangre.

Si tiene alguna complicacion resultante de los procedimientos que se
realicen, tiene derecho a que se le brinde la atencién médica requerida.
Si usted tiene alguna duda adicional, relacionada con esta investigacion,
puede dirigirse con el investigador principal, el Dr. Miguel Angel Villarreal
Alarcéon al Teléfono:83-47-12-93, Ext 231, en Gonzalitos y Madero,
consulta externa numero 12 del Hospital Universitario. Este estudio esta
registrado en la Subdireccion de Investigacion y Estudios de Postgrado y
se puede poner en contacto con el Dr. Bosques, Presidente de la

Comision de Etica del Hospital Universitario.

Aceptacion de participar

Por medio de la presente confirmo que he sido informado sobre todos los
aspectos relacionados con este estudio y he comprendido las
explicaciones que se me han dado a través del presente documento al
igual que verbalmente para resolver dudas adicionales.

Con base en la informacion proporcionada declaro que, de manera

voluntaria, acepto participar en esta investigacion.

Nombre del donador

Firma del donador

Nombre del investigador encargado

Firma del investigador encargado
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Nombre del Testigo 1

Firma del Testigo 1

Nombre del Testigo 2

Firma del Testigo 2

Fecha (dd/mm/aaaa):
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APENDICE D

HOJA DE CAPTURA PARA MBL2 EN MEXICO

Cddigo MBL- (Lo escribe quien toma la muestra)

Médico a cargo del paciente:

Iniciales del paciente

Expediente (en caso que se tenga):

Fecha de la toma(dd/mm/aa)

1.- Lugar de Nacimiento de
Padre

Madre

Abuelo paterno

Abuela paterna

Abuelo materno

Abuela materna

2.- Historia de Infecciones en el ultimo afio: Si No

Si la respuesta es si, favor de llenar las que sean pertinentes. Si es no, pasar a
observaciones

Urinarias

Cistitis

Pielonefritis

Respiratorias

Sinusitis

Faringitis

Neumonia

Digestivas

Gastroenteritis

Piel

Otras Infecciones

¢ Cuales?

Numero de ocasiones:

OBSERVACIONES:
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APENDICE E

FORMA PARA TOMA DE MUESTRA

“Polimorfismos del gen MBL2 en lupus eritematoso generalizado en el noreste
de México”

Caddigo: (numero de paciente):

Observaciones:

Fecha de la toma: (dd/mm/aaaa) / /

Lugar de nacimiento: , de sus
padres: y

De sus

abuelos:

Nombre y Firma del Médico encargado de la toma
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