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RESUMEN

A pesar de que se han asociado algunos alelosdel complejo principal
de histocompatibilidad (MHC) con la susceptibilidad a lupus
eritematoso generalizado (LEG) en diferentes grupos étnicos, aln se
desconocela contribucién de otrosgenescomo losHSP70y TNF-o en
lasusceptibilidad aestaenfermedad. Ademas, lasasociacionesgenéticas
varian con base en el grupo énico estudiado, lo que sugiere que la
etnicidad tiene un papel importante en la susceptibilidad. En este
estudio se analizaron las frecuencias delos genesHLA-DRB1, DQAL,
DQB1, HSP70-2 y polimorfismos del promotor de TNF-o en 81
pacientes mexicanos con LEG. Como grupo control se estudiaron 99
sujetos mexicanos mestizos sanos. El haplotipo DRB1*0301-
DQA1*0501-DQB1* 0201 se asocio con LEG. El alelo DRB1* 1501 se
encontrdconmayor frecuenciaenlospacientescon LEG encomparacion
con los grupos control. Ademés se observd menor frecuencia de
marcadoresautéctonoscomo el alelo DRB1* 0802 enlos pacientescon
LEG. Losalelos del MHC asociados con LEG son poco frecuentes en
las poblaciones indigenas mexicanas. Esto podria sugerir que los
marcadores de susceptibilidad a LEG seincorporaron a la poblacion
mestiza mexicana por flujo genético de poblaciones no indigenas.
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Introduccion

EI lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfer-
medad autoinmune caracterizada por diferentes mani-
nifestaciones clinicas e inmunolégicas.!? Existe evidencia de
que los factores genéticos tienen un papel importante en la
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SummARY

HLA alelles with susceptibility to systemic lupus erythematosus (SLE)
have been found in many ethnic groups. In addition, some neighboring
genessuchasTNF-o and HSP70, that may contribute tothisdiseasehave
alsobeendescribed. Interestingly some of the genetic associations differ
among several ethnic groups, which might suggest that ethnicity playsan
important roleinthepredispositionto S_E. Inthisstudy, weanalyzegene
frequencies of HLA-DRB1, DQA1, DQB1, HSP70-2 alelles and the
polymor phismof TNF- o promoter regionamong 81l mexicanmestizoS_E
patients. A control group of 99 healthy mexican mestizos was included.
WefoundthattheHLA-DRB1* 0301-DQA1* 0501-DQB1* 0201 haplotype
wassignificantly increased in S_E patients compared to healthy controls
(p=0.01, OR=2.97, IC 95%=1.18-7.68). The DRB1*1501 allele was
more frequent among patients than among controls. A significantly
decreased frequency of the HLA-DRB1* 0802 alellein S_E patientswas
also observed. Sncethe HLA alellesassociated with S_E are uncommon
inmexican ethnicgroups, we per formed admixtureestimatesanalysisand
found that the incorporation of S_LE susceptibility markers in mexican
mestizo groups might have come fromgenetic admixturewith Caucasian
populations.
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susceptibilidad a LEG.?>* Se ha puesto particular atencién a
los genes del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) para la busqueda de marcadores de susceptibilidad
a LEG, estos genes estan localizados en el brazo corto del
cromosoma 6.56 Estudios previos demuestran una asocia-
cion alélica de HLA-B*0801, HLA-DRB1*0301, *0302, *1501,

*Correspondencia y solicitud de sobretiros: Julio Granados, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Vasco de
Quiroga 15, Delegacion Tlalpan C. P. 14000, México D.F., México. Teléfono: 5485 0080. Correo electronico: julgrate @ yahoo.com
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*15037 con el LEG en poblaciones caucasicas y africanas. En
estos grupos étnicos se han observado deleciones en facto-
res del complemento como los alelos nulos del C4 “C4AQ0”
y del gen C2 como un papel importante en la susceptibilidad
a la enfermedad. El desequilibrio genético del HLA-DR2 y
DRS3 con alelos especificos de los loci HLA-DQA1, DQB1,
TNF-o ha dificultado la asignacion de asociaciones con la
susceptibilidad a LEG.%"

En estudios previos de la poblacion mexicana se encontré
asociacion del alelo HLA-DR3 con el LEG, mientras que se
observé una frecuencia significativamente menor de alelos
considerados como autoctonos (HLA-B8)."2 Sin embargo, se
desconoce la posible relevancia en la susceptibilidad a LEG
de otros genes como el TNF-o, HSP70, receptor de células T,
IL-10.131

Poco se sabe de los mecanismos que podrian determinar
la susceptibilidad a LEG en relacién con estos loci pero es
posible que los diferentes patrones de expresion de estos
genes influyan significativamente en la regulacion inmunolé-
gica. La hipdtesis de los genes de susceptibilidad descono-
cidos que se encuentran en desequilibrio genético con estos
loci se ha fortalecido en los ultimos afos, principalmente, por
el hecho de que la asociacion genética con LEG varia de
acuerdo a las diferencias étnicas, lo que sugiere que la
etnicidad es crucial en la predisposiciéon a LEG.

Objetivo

Analizar la posible asociacion de los genes y haplotipos de la
region HLA, asi como los genes de proteinas de choque térmico
(HSP70-2) y los polimorfismos —238 y —308 del promotor de
TNF-o con LEG en la poblacién mexicana. Ademas se analizé
lainfluencia de la etnicidad con base en los patrones de mezcla
genética de pacientes con LEG y sujetos sanos.

Material y métodos
Pacientes

Se estudiaron 81 pacientes con diagnostico de LEG que
cumplieran con los criterios del Colegio Americano de
Reumatologia. Los pacientes fueron reclutados de la consulta
externa del Departamento de Inmunologia y Reumatologia
del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salva-
dor Zubiran.

Controles mestizos mexicanos sanos

Se incluyeron 99 sujetos sanos mestizos mexicanos, todos
ellos se analizaron desde los puntos de vista clinico,
seroldgico, psicoldgico y nutricional para establecer la historia
de padecimientos autoinmunes o infecciosos. Mediante cues-
tionario directo se obtuvieron datos para establecer la historia
familiar de enfermedades autoinmunes del tejido conjuntivo.
Desde el punto de vista etnoldgico se consideraron mestizos
aquellos mexicanos originarios con dos 0 mas generaciones
nacidas en México.” En un trabajo anterior se caracterizé a la
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poblacién mestiza de la ciudad de México al calcular la
contribucion relativa de cada componente ancestral segun un
modelo trihibrido de la siguiente forma: 56% de genes indige-
nas, 41% de genes europeos y 3% de genes africanos."”

Obtencion del material genético

Se aislé DNA gendmico a partir de células mononucleares de
sangre periférica utilizando la metodologia descrita por Davis
etal.”®

Tipificacion de genes HLA

La tipificacion genética de HLA-DRB1 se realizé por el método
de reaccion en cadena de la polimerasa e hibridacién con
sondas especificas de secuencia (PCR-SSO). La amplificacion
se realiz6 por el método de PCR con 0.125 U/ul de Taq DNA
polimerasa (Promega, Madison, WI). La tipificacion de alta
resolucion por el método de hibridacion con sondas especificas
de secuencia (PCR-SSOP).

Los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion fue-
ron DRBAMP-B para la regién 3" del exén 2 en todos los
casos, y DRBAMP-1, DR-BAMP-2, DRBAMP-3, DRBAMP-4,
DRBAMP-B5 y DRBAMP-52 para la region 5 del exén 2 para
cada grupo especifico de amplificacién. Los oligonucleétidos
DQAAMP-A, DQAAMP-B, DQBAMP-A y DQBAMP-B fueron
usados para la amplificacion del gen DQ. Cada membrana
donde se deposité la alicuota de DNA amplificado, se hibridd
con sondas especificas para los distintos alelos de los loci

Cuadro I. Comparacion de los alelos de HLA-DRB1 mas
frecuentes en pacientes mexicanos con LEG y controles
sanos

DRBH1 LEG (n=162) Controles (n=198)
n f.g. n f.g.
0407 19 0.117 21 0.106
0301* 18 0.111 9 0.045
1501 16 0.099 9 0.045
0101 14 0.086 7 0.035
0802** 12 0.074 30 0.150
0701 11 0.067 22 0.111
1406 10 0.062 3 0.015
1301 9 0.055 4 0.020
0401 5 0.031 1 0.005
0411 5 0.031 2 0.010
1602 3 0.019 3 0.015
1407 3 0.019 3 0.015
0404 3 0.019 9 0.045
1502 2 0.012 3 0.015
1101 2 0.012 12 0.060
1302 2 0.012 4 0.020
0403 ND 5 0.045

* LEG vs controles: p=0.03 (RM =2.63; IC 95% = 1.08-6.53)
** LEG vs controles: p=0.03 (RM =0.45, IC 95% =0.21-0.95)
ND =No detectable;f. g. = frecuencia génica
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HLA-DR, DQAy DQB. En el caso del locus HLA-DR se usé un
total de 120 sondas y para el locus HLA-DQA se utilizaron 70
sondas y un numero similar para el locus DQB. La informacién
de los oligonucledtidos y de las sondas utilizadas fue tomada
de las especificidades para DRB1, DRB3, DRB4, DRBS5,
DQA1 y DQB1 publicadas en el 12° Taller Internacional de
Histocompatibilidad.

Cuadro Il. Comparacion de los alelos HLA-DQA1y DQB1 mas
frecuentes en pacientes mexicanos con LEG y controles
sanos

LEG (n=162) Controles (n=198)

n f.g. n f.g.
DQA1
0301 41 0.253 51 0.257
0501 43  0.250 45 0.227
0101 22  0.135 17 0.085
0102 19  0.117 33 0.166
0401 15  0.092 22 0.111
0201 11 0.067 5 0.025
0103 11 0.067
DQB1
0501* 18 0.176 6 0.054
0301 17 0.166 23 0.209
0201 13  0.127 18 0.163
0402 8 0.078 16 0.145
0602 5 0.049 9 0.081
0603 5 0.049 2 0.018
0604 4 0.039 3 0.027
0601 1 0.009 ND
0502 1 0.009 2 0.018

*LEG vs Controles: p=0.004 (RM =4.02, IC 95% = 1.46-11.64)
ND=No detectable; f.g.= Frecuencia génica

Genotipificacion HSP70-2

Se caracterizd el polimorfismo en la posicion 1267 del gen de
la proteina de choque térmico (HSP70-2) mediante amplifica-
cion y corte con la endonucleasa Pst |. Para la amplificacion
de laregién que contiene el sitio 1267 de este gen se utilizaron
los siguientes oligonucledtidos; sentido (nucledtidos 1083-
1102 dentro de la region codificante) 5-CATCGACTTCTACA
CGTCCA-3" y antisentido (nucledtidos 2180-2199 dentro de
la regidon 3" no traducida para evitar la homologia con HSP70-
1) 5-CAAAGTCCTTGAGTCCCAAC-3". EI DNA gendémico
fue amplificado por PCR. Los productos de la PCR fueron
cortados por la endonucleasa de restriccion Pst | (Pharmacia,
Uppsala, Sweden) y posteriormente los fragmentos o patrén
de restriccion fueron analizados en electroforesis en geles de
agarosa a 2% tenidos con bromuro de etidio.

Genotipificacion TNF —238 y —308

La genotipificacion para el polimorfismo —238G/A del TNF se
hizo con fragmentos amplificados de PCR usando oligonu-
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cleétidos modificados (primer iniciador 5 -AAACAGACCA
CAGACCTGGTC-3" y primer inverso 5-CTCACACT
CCCCATCCTCCCGGATC-3’) que incluye un sitio de restric-
cién para la enzima BamHlI. El polimorfismo del TNF —308 se
analizé con los iniciadores 5-GAGCAATAGGTTTTGAG-
CGCCAT-3'y5-GGGACACACAAGCATCAAG-3  paracrear
un sitio de restricciéon para la enzima Ncol. Los fragmentos
obtenidos fueron analizados por fototipificacién en geles de
agarosa a 2%, tenidos con bromuro de etidio.

Cuadro lll. Comparacion de los haplotipos HLA-DRB1-DQA1-
DQ@B1 mas frecuentes en pacientes con LEG y controles
sanos

DRB1-DQA1-DQB1 LEG (n=162) Controles (n=198)
n f.g. n f.g.
0407-03-0302 19 0.117 21 0.160
0301-0501-0201* 18  0.111 8 0.040
0101-0101-0501 13 0.080 6 0.030
0802-0401-0402** 12 0.074 30 0.151
0701-0201-0201 11 0.068 21 0.106
1406-0501-0301 8 0.049 2 0.010
1501-0102-0602 7 0.043 9 0.045
0411-03-0302 5 0.030 3 0.015
0401-03-0302 5 0.030 1 0.005
1301-0103-0603 3 0.018 2 0.010
0404-03-0302 3 0.018 9 045
1602-0501-0301 1 0.006 1 0.005
Otros 57 <0.018 85 <0.010

* LEG vs Controles: p=0.01 (RM=2.97,1C 95% = 1.18-7.68)
* *LEG vs Controles: p=0.03 (RM =0.45, IC 95% = 0.21-0.95)
ND = No detectable; f. g. = frecuencia génica

Analisis estadistico

Se obtuvieron por conteo directo las frecuencias génicas y
genotipicas del HLA-DRB1, DQA1, DQB1, TNF —238, TNF —
308 y HSP70 y su equilibrio se demostré mediante el analisis
de Hardy-Weinberg, excepto para el polimorfismo HSP70-2.
Las diferencias entre pacientes y controles sanos se analiza-
ron por el método de Mantel-Haenszel, por la prueba CX
basada en tablas de contingencia de 2 x 2 con el programa
estadistico EPIINFO. Los valores de p se corrigieron por el
método de Bonferroni. Se consideraron valores estadistica-
mente significativos aquellos con una p igual o menor a 0.05.
El intervalo de confianza de 95% (IC95%) se estimé como el
indice de probabilidad (RM) segun el método de Woolf.

El desequilibrio genético (D = valor de desequilibrio; D'=
valor de desequilibrio normalizado) se calculd por medio del
programa estadistico ARLEQUIN v 1.1.

Las contribuciones relativas de los componentes
ancestrales africano, europeo e indigena, se calcularon con
frecuencias del HLA-DRB1 para el grupo de pacientes con
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LESy para el grupo control utilizando como datos de referencia
las frecuencias de poblacion subsahariana'® de Murcia, Espa-
fia y de los indigenas mazatecos utilizando el método de
Robert & Hiorns con el programa Leadmix.?

Resultados

En el cuadro | se muestran las frecuencias génicas de los
alelos del locus HLA-DRB1 en pacientes con LEG y en
controles sanos. Se observé incremento en la frecuencia del
alelo DRB1*0301 en los pacientes con LEG al compararse
con los controles sanos (p=0.03, RM=2.63, IC 95%=1.08-
6.53). En contraposicion, la frecuencia del alelo DRB1*0802
fue significativamente menor en el grupo de pacientes con
LEG (p=0.03, RM=0.45, 1C95%=0.21-0.95).

El cuadro Il muestra los alelos HLA- DQA1 y DQB1 mas
frecuentes, encontrando mayor frecuencia del alelo
DQB1*0501 en pacientes con LEG (p=0.004, RM=4.02, IC
95%=1.46-11.64).

Elcuadro lll muestra, en orden de frecuencia, los haplotipos
clase Il del MHC en pacientes con LEG y controles sanos. Como
muestra, los haplotipos DRB1*0407-DQA1*03-DQB1*0302,
DRB1*0301-DQA1*0501-DQB1*0201, DRB1*1501-
DQA1*0102-DQB1*0602 y DRB1*0101-DQA1*0101-
DQB1*0501 fueron mas frecuentes en los pacientes con LEG,
mientras que en el grupo control los haplotipos mas frecuen-
tes fueron DRB1*0802-DQA1*0401-DQB1*402 y DRB1*0701
-DQA1*0201-DQB1*0201 con una frecuencia de 0.127 y 0.106

respectivamente. El analisis de los genes de clase Ill mostro
que el genotipo heterocigoto HSP70-2 A/B fue el mas comun
en las dos poblaciones (83% en LEG, 72% en controles) El
genotipo homocigoto HSP70-2 B/B no se detectd en los
pacientes con LEG y se observé con mayor frecuencia el geno-
tipo B/B enlos controles (5%) (Cuadro 1V). El analisis del polimor-
fismo del promotor de TNF-a en las posiciones —238 y —308
mostré incremento en la frecuencia del genotipo TNF —238 G/A
en los pacientes con LEG en comparacién con los controles
(p = 0.03; RM = 4.77; IC 95% = 1.1-23.2). Por otro lado, se

Cuadro IV. Frecuencias génicas y genotipicas de HSP70-2 en
LEG y controles sanos

LEG (n:=107) Controles (n: = 158)
n (cyo) n (cyo)
Genotipos
AA 18 (16.8) 36 (22.8)
AB 89 (83.1) 114 (72.2)
88** 0 8(5)
Alelos
A 125 (58.4) 186 (58.9)
B 89 (41.5) 130 (41.1)

* El numero de individuos estudiados difiere en cada uno de los
loci debido a que la disponibilidad de DNA fue inconstante en
algunos de los individuos.

**p<0.05

CuadroV.Frecuencias génicas y genotipicas de los polimorfismos del promotor de TNF-o.en pacientes mexicanos mestizos con

LEG y en controles sanos

LEG Controles
(n=51/102) (n=55/110)
n (%) n (%) P RM IC (95%)
Genotipos
Polimorfismo -308
TNF 1/1 44 (86.2) 52 (94.5) NS
TNF 1/2 6 (11.7) 3 (5.4) NS
TNF 2/2 1 (2.0) 0 (0) NS
Polimorfismo -238
TNF G/G 38 (74.5) 51 (92.7) NS
TNF G/A 11 (21) 3 (5.4) 0.034.77 (1.12-23.23)
TNF AIA 2 (3.9) 1 (1.9) NS
Alelos n f.g. n f.g.
Polimorfismo -308
TNF 1 9 40.921 107 0.972 NS
TNF 2 8 0.078 3 0.027 NS
Polimohismo -238
TNFG 87 0.853 105 0.954 NS
TNFA 1 50.147 5 0.045 0.02 3.62 (1.17-11.92)

* El numero de individuos estudiados difiere en cada uno de los loci debido a que la

disponibilidad de DNA fue inconstante en algunos de los individuos.
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encontré aumento significativo en la frecuencia génica del
alelo TNF-o. —238 en los pacientes con LEG al comparar con
controles (p =0.02; RM =3.62; IC 95% =1.1-11.9) (Cuadro V).
Mediante el célculo de delta (D) se detectaron ciertos patro-
nes de desequilibrio genético entre alelos del promotor de
TNF-o y alelos HLA-DR en el grupo de pacientes: TNF-o.-
DRB1*1401 (D =0.84; D'=1.0; p=0.015); TNF-0. DRB1*0301
(D=1.38;D'=0.41; p= 0.042); TNF2- DRB1*1106 (D = 0.83;
D’= 0.45; p = 0.02); TNF2- DRB1*1406 (D = 0.83; D'= 0.45;
p =0.02). TNF2- DRB1*0301 (D =1.3; D'=0.4; p=0.042). Por
otrolado, en el grupo control se observé desequilibrio genético
entre TNF2-DRB1*0802 (D = 1.4; D’=0.61; p = 0.004); TNF2-
DRB1*1302 (D=0.81;D'=0.30, p=0.005) TNF-0-DRB1*0404
(D=0.7; D’=0.29, p = 0.03).

Ademas se estimo el grado de mestizaje para conocer la
contribucion genética europea tanto en pacientes con LEG
como en los controles, encontrando que los pacientes cuen-
tan con una aportacion génica aproximada: africana 0%, eu-
ropea 65% e indigena 35%, y los controles: africana 3%, euro-
pea 52% e indigena 45%.

Discusion

Los resultados de este estudio confirman el papel del
DRB1*0301 y del haplotipo DRB1*0301-DQA1*0501-
DQB1*0201 en europeos y parcialmente en africanos.' Por
otra parte, también confirman el papel de TNF y HSP70 en la
susceptibilidad genética a LEG en europeos.

Es interesante que los pacientes mexicanos con LEG
tengan contribucidn europea pero no africana pues la preva-
lencia e incidencia de LEG en africanos es ocho veces mayor
que en caucasicos.?' Mas aun, la incidencia de LEG en mexi-
canos mestizos es considerablemente superior que en
caucasicos.?? Esta aparente paradoja sugiere que el mestiza-
je participa directamente en la susceptibilidad genética a
LEG, por lo que no sorprende que el haplotipo mas caracte-
ristico de la poblacion amerindia (DRB1*0407-DQA1*0301-
DQB1*0302) esté disminuido de forma significativa en el
grupo de pacientes con respecto a los sanos.

En conclusion, este estudio confirma que los genes del
MHC ubicados en el cromosoma 6 contribuyen directamente
al desarrollo de LEG; sin embargo para entender mejor el
papel del mestizaje en la fisiopatogenia de esta enfermedad,
es necesario realizar estimaciones del mestizaje con marca-
dores de otros cromosomas, como el uso de Short Tandem
Repeats (STR) y Single Nucleotide Tandem Polimorphisms
(SNP) en los diversos grupos étnicos que permitan estudiar el
mestizaje, por ejemplo en afroamericanos y orientales.
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