Biogumia

medigraphic Avlemigs

Reporte breve
Genética

Estudio molecular preliminar de la asociacion
de los alelos HLA DR*15 y DQ*06 con la narcolepsia
en la poblacién cubana

Flora Calzadilla-Lugo,* Zuzet Martinez-Cérdova,* Rail Ferreira-Capote,* Yaimi Rosales,™*
Adriana Artiles-Valor*

RESUMEN

ABSTRACT

La narcolepsia, se caracteriza por presentar el paciente
una tendencia irresistible al suefio que afecta notablemen-
te su desempeno diario, pérdida brusca del tono muscular
y alucinaciones visuales y auditivas al inicio o final del
sueno. La asociacién del genotipo complejo mayor de his-
tocompatibilidad (MHC) con la narcolepsia se conoce des-
de 1983 y es el aspecto que mas se ha abordado para su
diagnoéstico y el conocimiento de su etiopatogenicidad. En
la actualidad se conoce que los alelos DRB1*1501 y el
DQB1*0602 estan presentes en el 95-98% de los pacientes
caucasoides. El DQB1*0602 es en la actualidad el mejor
marcador de la enfermedad y esta asociado con la apari-
cion y severidad de la cataplexia. Los objetivos del presente
trabajo fueron introducir en Cuba un método basado en el
andlisis del ADN para la deteccion de los alelos HLA aso-
ciados con la narcolepsia y evaluar el comportamiento de
estos alelos en los pacientes narcolépticos en esta pobla-
cién. Se estudiaron 36 pacientes, divididos por razas que
fueron evaluados clinicamente como narcolépticos y se
realiz6 la deteccién de los alelos DR*15 y DQ*06 emplean-
do la reaccion en cadena de la polimerasa con cebadores de
secuencia especifica (PCR-SSP). El 77.7% de los pacientes
result6 positivo al alelo DR*15 y el 86.1% fue positivo al
alelo DQ*06, correspondiéndose estos resultados con los
reportados por la literatura. No se observaron diferencias
significativas en cuanto a la presencia de ambos alelos en
los grupos raciales analizados.

Narcolepsy is a sleep disorder characterized by severe, irre-
sistible daytime sleepiness and sudden loss of muscle tone
(cataplexy), and can be associated with sleep-onset or
sleep-offset paralysis and hallucinations, frequent move-
ment and awakening during sleep, and weight gain. Since
1983 it is known the association between narcolepsy and
HLA genotype and its role in diagnosis and etiopathoge-
nicity of the disease. Nowadays many researchers have
studied HLA alleles DRB1¥1501 and DQBI1%*0602 behav-
tour in different populations as Caucasoids, African Ame-
ricans, Japanese, Chinese, etc. The DQBI*0602 allele is
the best genetic marker for narcolepsy and it is associated
with the appearance and severity of cataplexy. The aim of
this paper is to introduce a molecular method for the de-
tection of the HLA alleles associated with narcolepsy in
Cuba and assess their role in our narcoleptic patients. We
studied the presence of DR¥15 y DQ*06 HLA alleles in 36
narcoleptic patients separated in two ethnic groups. The
77.7% of our patients were positive to the presence of
DR*15 allele and the 86.1% were positive to DQ*06 allele,
these findings agree with previous reports. No significant
differences were found between the two ethnic groups con-
cerning the presence of both alleles.
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INTRODUCCION

La narcolepsia es una enfermedad cuya patogénesis
esta relacionada con la disfuncién de estructuras neu-
rales que intervienen en el ciclo sueno - vigilia y que
puede ser primaria o secundaria a lesiones del sistema
nervioso central. Entre sus sintomas fundamentales
podemos mencionar la excesiva somnolencia diurna,
alteraciones del sueno REM, paralisis del suefo, alu-
cinaciones hipnagénicas y la cataplexia. Estudios epi-
demiolégicos de la narcolepsia muestran que la preva-
lencia de la narcolepsia/cataplexia se ha reportado
entre 25 y 35 por cada 100,000 individuos.! Los repor-
tes sobre la incidencia son limitados y reportan resul-
tados de 0.74 por cada 100,000 individuos.?

La asociacién del complejo mayor de histocompati-
bilidad (HLA) con la narcolepsia se conoce desde
1983.2 Los alelos DRB1#*1501 y el DQB1*0602* estan
presentes en el 95-98 % de los pacientes caucasoides.
Este tltimo se considera el mejor marcador de la en-
fermedad y se asocia con la aparicion y severidad de
la cataplexia.

El genotipaje de los alelos de susceptibilidad en ge-
nes del HLA ha sido estudiado en diferentes grupos
étnicos® demostrandose una fuerte asociacion en el
caso del alelo DQB1*-0602 y un efecto protector de
los alelos DQB1*0601, DQB1*0501, DQA1*01. El ale-
lo DRB1*1501 también se considera de susceptibili-
dad mientras en DRB1*1502 se asocia con un efecto
protector. Resulta de gran importancia el genotipaje
en el diagnostico de la narcolepsia para valorar aque-
llos alelos que aportan susceptibilidad o resistencia a
la enfermedad, ademas de establecer su papel en la fi-
siopatologia de la enfermedad, como es la apariciéon
de la cataplexia asociada a la presencia del haplotipo
DRB1*1502/DQB1*0602.5

La aparicién de la narcolepsia/cataplexia ocurre
frecuentemente durante la adolescencia y persiste du-
rante toda la vida. Estudios fisiopatol6gicos han mos-
trado que esta enfermedad se produce por la pérdida
temprana de neuronas del hipotalamo productoras de
hipocretina, un neurotransmisor presente en el flui-
do cerebroespinal.!

Como muchas de las enfermedades asociadas al
HLA, son de naturaleza autoinmune, se ha propuesto
la hipétesis de que esta pérdida neuronal podria ser de
origen autoinmune, pues la mayoria de los pacientes
narcolépticos son portadores del alelo HLA DQB1*0602
que predispone a los individuos a padecer dicha enfer-
medad. Numerosos reportes han intentado demostrar
la naturaleza autoinmune®® de la narcolepsia aunque
los resultados de las pruebas inmunopatolégicas descri-
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tas en otras enfermedades autoinmunes como son: la
velocidad de sedimentacion de los eritrocitos de sangre
periférica, la proteina C reactiva, factores del comple-
mento y subpoblaciones de linfocitos, no han logrado
sustentar esta hipétesis. Con el objetivo de demostrar
la importancia de la autoinmunidad en la etiologia de la
narcolepsia numerosos estudios actuales se han enca-
minado en esta direccion sin éxito.>4

El tratamiento de la narcolepsia esta basado en el
empleo de farmacos estimulantes para la supresién
de la somnolencia diurna, fairmacos antidepresivos
para la cataplexia y el y-hidroxibutirato para ambos
sintomas.!

Por la importancia que tiene la enfermedad en el
contexto social y en la calidad de vida del paciente, debe
incluirse en su manejo clinico los aspectos inmunolégi-
cos vinculados a ella, especialmente el tipaje HLA.

Las diferencias observadas en el grado de asocia-
cién étnica de estos alelos con la narcolepsia® exige
que cada poblacion sea definida particularmente, mas
atn aquéllas como la nuestra con un alto nivel de
mezcla racial. Es por ello que nuestro principal pro-
posito en este articulo consiste en caracterizar de for-
ma preliminar el comportamiento de esos alelos en
nuestros pacientes narcolépticos y emplearlos como
marcadores de valor diagnéstico en esta enfermedad.

METODOS
Seleccion de los pacientes

Fueron estudiados 36 pacientes procedentes de la
consulta de neurofisiologia que se ocupa del estudio
de los trastornos del sueno del hospital "Hermanos
Ameijeiras". La etnicidad fue definida como blancos
(primera o segunda generacién blancos) (n = 18) y
negros (n = 18) (mezcla racial en la primera o segun-
da generacion). En el analisis del comportamiento de
la frecuencia de ambos alelos en la poblaciéon de nar-
colépticos se empled un control histérico obtenido a
partir del anélisis de las frecuencias de los alelos
HLA clase I y clase II en la poblacién sana cubana.'®
La clasificacion de pacientes en narcolépticos se
llev6 a cabo mediante un estudio polisomnografico
nocturno. Ademaés fueron registradas derivaciones
del electroencefalograma, electrooculograma, electro-
miografia del mentén, y de ambos miusculos tibiales
anteriores, electrocardiograma, flujo aéreo nasobu-
cal, movimientos respiratorios toracico y abdomina-
les, saturacién de oxigeno, y electromiografia. Fue
monitoreada mediante video la conducta durante el
sueno y al dia siguiente se realiz6 la prueba de laten-
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cias multiples del suefo, con siestas de veinte minu-
tos en un intervalo de 2 h.

En este estudio fueron incluidos todos los pacien-
tes narcolépticos de nuestra poblacién previamente
caracterizados clinicamente, el tamano de muestra es
pequeno pues esta enfermedad se caracteriza por pre-
sentar una baja prevalencia e incidencia.l?

Extraccion de ADN

La extraccién del ADN se realiz6 por el método de
Bunce y Welsh,!¢ a partir de 5 mL de sangre periféri-
ca. La concentracién exacta de ADN se calculé a par-
tir de la medicion de la densidad 6ptica en espectrofo-
tometro y se ajustaron a 100 ng/uL.

Deteccion de los alelos HLA-DR*15 y HLA
DQ*06

La deteccion de estos alelos se realizé mediante la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa con
cebadores de secuencia especifica (PCR-SSP)!" de baja
a media resolucion. Para evidenciar la presencia del
producto amplificado se realiz6 una electroforesis en
agarosa al 2% tenida con bromuro de etidio.

Para la identificacién de las bandas correspondien-
tes al control interno y a cada alelo se emplearon dos
marcadores de peso molecular de 100 pb y 200 pb (In-
vitrogen-GIBCO, EU) en cada corrida electroforética.

Cebadores
Los cebadores utilizados se presentan en el cuadro I.
Etica

En todos los casos se respetaron las normas de segu-
ridad y el Reglamento de Atencién al Paciente insti-

tuido en el Hospital "Hermanos Ameijeiras", que in-
cluyen la aplicacién del consentimiento informado.

Analisis estadistico

Los resultados se presentan como frecuencias y propor-
ciones. Para realizar el anélisis del comportamiento de
los alelos DR*15 y DQ™*06 en la poblacion se emple6 el
estadigrafo x% se considero la prueba estadisticamente
significativa si se obtenia un valor de p < 0.05.

RESULTADOS

Los por cientos de positividad de los alelos DR*15 y
DQ™06 en ambos grupos étnicos se reportan en el
cuadro I1.

No se observé una diferencia estadisticamente signi-
ficativa al aplicar el estadigrafo y?en cuanto al compor-
tamiento de ambos alelos en los grupos raciales analiza-
dos. La frecuencia de ambos alelos en los grupos
raciales de pacientes narcolépticos fue mayor que la re-
portada para la poblacién cubana sana®® (Cuadro II1).

DISCUSION

La fisiopatologia de la narcolepsia se relaciona con
una disfunciéon de la neurotransmision hipocretina/
orexina, causada por una pérdida temprana de las
neuronas del hipotalamo productoras de hipocretina,
un neurotransmisor (neuropéptido) presente en el flui-
do cerebroespinal.’® En los modelos caninos la causa
de esta disfuncion se asocia con mutaciones en los ge-
nes que codifican para el receptor 2 de la hipocretina.
La causa de la narcolepsia en humanos atn se
desconoce, sin embargo, es posible que procesos dege-
nerativos, genéticos o autoinmunes puedan estar im-
plicados.!® Esta enfermedad esta asociada fundamen-
talmente con niveles indetectables de hipocretina en

Cuadro 1. Cebadores utilizados para los diferentes alelos probados.

Alelo detectado Reaccion Cebadores (secuencia 5’-3’)
HLA-DR15 PM 115 TCC TGT GGC AGC CTA AGA G

(206 pb) CCA CCG CGG CCC GCG C
HLA-DR51 PM 186 GTT TCT TGC AGC AGG ATA AGT A

(173 pb) GCT GTT CCA GTA CTC AGC G

PM 146 CCG CGG AAC GCC ACC TC

(139 pb) TTT CGT GCT CCA GTT TAA GGC
HLA-DQ6 GAC GTG GGG GTG TAC CGC

PM 147 GGA GCG CGT GCG TCT TGT A

(175 pb) TGC ACA CCG TGT CCA ACT C

TGC ACA CCC TGT CCA CCG

Control interno CPM TGC CAA GTG GAG CAC CCA A TGC

(796 pb) CAG AGCA TCT TGC TCT GTG CAG A
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el fluido cerebroespinal.?’ También ha sido reportada
una pérdida selectiva del ARNm de la hipocretina e
inmunorreactividad en varios pacientes.?

Los resultados anteriores conjuntamente con su aso-
ciacién al sistema HLA han conducido a la hipdtesis de
una destruccién de las neuronas que producen hipocreti-
na mediada por procesos autoinmunes. Ha sido reporta-
da la presencia de autoanticuerpos contra los receptores
1y 2 de la hipocretina y directamente contra las neuro-
nas aunque no se ha logrado corroborar su papel en la
disfuncion de este sistema de neurotransmision.!3

Como parte importante del diagnéstico de la nar-
colepsia se incluye el genotipaje HLA fundamental-
mente del alelo DQB1*0602, bien caracterizado en su
relacién con esta enfermedad y su ausencia puede ser
un criterio excluyente?! gracias a su fuerte asociaciéon
con esta enfermedad (una de las méas fuertes asocia-
ciones HLA-enfermedad que han sido reportadas).

El comportamiento de los alelos DRB1¥1501 y
DQB1*0602 en su relacién con la narcolepsia ha sido
estudiado en varios grupos étnicos, siendo los reportes
de Mignot y cols.>?? los mas representativos de todos.
Dicho estudio permite arribar a varias conclusiones res-
pecto a diferentes grupos étnicos como caucasoide, afro-
norteamericano y japonés, confirmando el importante
papel del alelo DQB1*0602 como marcador genético de
la narcolepsia en todos los grupos étnicos.>?2 En el caso
de los caucasoides el DRB1*1501 y el alelo DQB1*0602
fueron marcadores equivalentes con un 67% de positivi-
dad mientras que la positividad al alelo DQB1*0602 en
los afronorteamericanos fue mucho mayor (86 %).%

La baja frecuencia y prevalencia que caracteriza a
esta enfermedad (afecta sélo al 0.02% de los adultos a
nivel mundial)!® hace que el nimero de pacientes ana-
lizados en nuestro articulo sea pequeno, no obstante,
realizamos un analisis preliminar del comportamiento
de los alelos en dos grupos étnicos. Obteniendo un
67% de positividad para el alelo DR*15 en el caso de la
raza blanca, similar a lo obtenido por Mignot,* y un
83.3% de positividad para el alelo DQ*06 (Cuadro II).
En el caso de la raza negra se observé equivalencia
para la presencia de ambos alelos con una positividad

Cuadro II. Por ciento de positividad de los alelos DR*15 y
DQ*06 en los dos grupos étnicos.

Blancos Negros
Alelos (n =18) (n =18)
DR*15+ 12 (66.6%) 16 (88.8%)
DQ*06+ 15 (83.3%) 16 (88.8%)

Asociacién de los alelos HLA DR*15 y DQ*06 con la narcolepsia

88.8%, con un por ciento de positividad para ambos
alelos mayor que la obtenida para la raza blanca simi-
lar a lo obtenido por Mignot?* en cuanto al alelo
DQ*06. Aunque los reportes de Mignot incluyen los
alelos DR*1501 y DQ*0602 establecemos una compa-
racion con los mismos, pues dada la fuerte asociacién
de estos alelos con la narcolepsia en estos grupos étni-
cos cabe esperar que los alelos involucrados en nues-
tros resultados sean el DQ*0602 y DR*1501 aunque
s6lo podamos hacer referencia al DQ*06 y al DR*15.

No se observaron diferencias significativas en cuanto
a la presencia de ambos alelos en los grupos raciales
analizados. El resultado obtenido no es definitivo, pues
s6lo ha sido estudiado un pequefio nimero de pacientes.

Se obtuvieron valores mayores de frecuencia para
ambos alelos en la poblacién total de pacientes nar-
colépticos cuando fueron comparadas con las fre-
cuencias observadas en un estudio de la poblacién
cubana sana (Cuadro I11).*> Estos resultados corres-
ponden con lo reportado por la literatura acerca del
comportamiento de las frecuencias de estos alelos en
diferentes poblaciones.>2%24

No existe un estudio de frecuencia de los alelos
DR*15 y DQ*06 en la poblacién cubana, teniendo en
cuenta una estratificacion racial de la poblacién, lo cual
permitiria calcular la probabilidad de que la asociaciéon
o no de estos alelos y la narcolepsia se deba a un evento
fortuito. Sin embargo, esta reportado en la literatura,
la frecuencia de aparicién de estos alelos en las distin-
tas etnias.?%% Por esa razon, consideramos la posibili-
dad de que la poblacién cubana se comporte de forma si-
milar a lo reportado y se pueda utilizar la detecciéon de
ambos alelos en el diagndstico de la narcolepsia una vez
que se amplie el nimero de casos estudiados.

Ademaés debe incluirse como parte de la profundiza-
cion de este estudio la realizacion del subtipaje de am-
bos alelos, pues se ha reportado que especificamente el
alelo DQB1*0602 se manifiesta como el marcador de
susceptibilidad mas importante asociado a la narcolep-
sia/cataplexia mientras que el alelo DQB1*0601 apare-
ce como protector.® En cuanto al alelo DR*15 aparece
el DRB1*1501 como un marcador genético de suscepti-

Cuadro III. Comportamiento de la frecuencia de los alelos
DR*15 y DQ*06 en la poblacién de narcolépticos.

Frecuencia del alelo
en la poblacién

Frecuencia del alelo
en la poblacién total

Alelos de narcolépticos (%) Cubana (%)'?
DR*15 + 7.7 23.1
DQ*06 + 86.1 37.6
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bilidad, en poblaciones chinas y caucasoides el haploti-
po DRB1%¥1501/DQB1*06022%26 manifiesta una fuerte
asociacion con la narcolepsia/cataplexia.

Hemos considerado este estudio como preliminar
pues se emplean técnicas de genotipaje de baja a media
resolucién, por lo que sélo podemos determinar la pre-
sencia de los alelos DQ*06 y DR*15. Aunque segin lo
reportado cabe esperar en nuestros pacientes narco-
lépticos la presencia del alelo DQ*0602 y el DR*1501,
es necesario incorporar en nuestro laboratorio las téc-
nicas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de
alta resolucion y aplicarlas para completar la investi-
gacion que a continuacién presentamos, y lograr de-
terminar los alelos de susceptibilidad y resistencia a la
narcolepsia en nuestra poblacién particular.

Consideramos que hasta esta fase de estudio, el re-
sultado ha sido positivo, puesto que se logré incorporar
en el sistema de salud publica un método de biologia
molecular en el diagndstico de la narcolepsia. Como se
conoce, estas técnicas permiten el procesamiento de un
mayor nimero de muestras y optimiza el tiempo de tra-
bajo de los investigadores y técnicos e igualmente, per-
mite la aplicacion a otros estudios posteriores, ademas
de garantizar una mayor sensibilidad y especificidad
cuando se compara con los métodos sexoldgicos.?’*

Resulta entonces, importante el hecho de haber in-
troducido en el pais estas técnicas de alto nivel cien-
tifico, que reportan ventajas sociales y econémicas.

Con este estudio se intenta iniciar el diagndstico de
pacientes narcolépticos en la poblacién cubana em-
pleando métodos moleculares. El aumento del ntimero
de muestras, la introduccién de un estudio poblacional
que incluya la estratificacion por razas, aspecto funda-
mental dado el mestizaje que se observa en la poblacién
y la realizacion del subtipaje de los alelos involucrados
en dicha patologia permitira una mejor caracterizaciéon
del comportamiento de los marcadores genéticos involu-
crados en la narcolepsia en la poblacién cubana.
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