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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la existencia de genes del locus HLA-DRB1 que se
asocien a compromiso renal en pacientes peruanos mestizos con LES.

Materiales y Métodos: Estudio comparativo de tipo transversal. Se
evaluaron 93 pacientes con Dx. definido de LES (segun criterios de ACR-
2012), que acudieron al servicio de Inmuno-Reumatologia del Hospital
Cayetano Heredia (HCH) entre enero 2018 a junio 2019. Se consignharon
manifestaciones demograficas, clinicas y laboratoriales en una ficha
especialmente desarrollada. La evaluacién del compromiso renal se evalué
utilizando los scores de SLEDAI-2K, SLICC 2012. El tipaje molecular HLA
de alta resolucion se desarrollé por la metodologia de reaccién en cadena
de polimerasa (PCR), utilizando la plataforma de LUMINEX. Toda la
genotipificaciéon se realiz6 en el Laboratorio de Histocompatibilidad y
Biologia Molecular del HCH.

Resultados: Se evaluaron 93 pacientes con LES, de los cuales 52 tuvieron
compromiso renal y 41sin compromiso renal. Se tuvieron con 62 controles
sanos, posibles donantes sanos. Los 3 alelos en baja resolucién mas
frecuentes en los 93 pacientes de la poblacion lipica fue: HLA-DR*04
(36/186 [considerando numero total de alelos], 19.35%), DR*09 (35/186,
18.82%), DR*08(16/186, 8.60%). Mientras en el grupo control sano fue:
HLA-DR*04(32/124, 25.81%), DR*08 (23/124, 18.55%), DR*09 (17/124,
13.71%). No hubieron diferencias gendmicas entre los grupos evaluados.
En el tipaje de alta resolucion el alelo mas frecuente fueron HLA-DR*09:01.:
20.19% en ldpicos con compromiso renal, 15.85% en ldpicos sin
compromiso renal y 12.90% en sujetos normales, sin embargo, esta
diferencia no fue significativa.

Conclusiones: En este primer estudio del tipaje HLA-DRB1 de pacientes
lGpicos exclusivamente en mestizos peruanos se encontré un incremento
no significativo en prevalencia del alelo HLA-DR*09:01 entre lUpicos con y
un grupo de poblacién sana peruana
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INTRODUCCION

Lupus eritematoso sistémico (LES) es una
enfermedad autoinmune crénica con fuertes
componentes denéticos y ambientales, que
afecta predominantemente a mujeres en un
90%.La enfermedad se caracteriza por dafio
vascular y presencia de auto-anticuerpos,
principal responsable en la patogénesis.LES es
considerado una enfermedad multisistémica, ya
gue puede afectar a diversos 6rganos, como
articulaciones, rifiones, corazéon, sistema
nervioso, pulmones, sistema hematoldgico o
piel. La nefritis por lupus (NL) es una
complicacién del LES y se asocia con una mala
supervivencia y una alta morbilidad. Estudios
genomicos en todo el mundo, han encontrado
varios alelos delcomplejo principal de
histocompatibilidad (MHC), llamado antigeno
leucocitario humano (HLA) que estan
relacionados con susceptibilidad al LES. Del
mismo modo se ha encontrado cierta asociacion
de los genes HLA con dafio renal en pacientes
con LES,que posteriormenteconlleva deterioro
del paciente.1-3

La contribucion de determinados genes en el
riesgo de desarrollar la enfermedad, se han
encontrado especialmente en la regiéon del MHC,
ubicado en el brazo corto del cromosoma 6(la
region mas polimérfica del genoma), el cual se
encuentra  dividido en tres regiones
denominadas clase |, Il y lll. Las de clase | y Il
codifican las proteinas del HLA, que participan
en la presentacion de antigenos al receptorde las
células T (TCR). Por otro lado, el MHC de clase
I, estd  frecuentemente  asociado a
enfermedades. Esta region confiere el mayor
riesgo genético de LES en todas las poblaciones
estudiadas,con fuertes evidencias de asociacion
en la clase 1, en el locus HLA-DRBI,
especificamente en los alelos: HLA-DRB 1*03:01
y HLA-DRB1*15:01, pero también asociado con
otros alelos como HLA-DRB1*08:01 y HLA-
DRB1*14:01.4-7

Similar asociacion con susceptibilidad a LES se
encontr6 en poblaciones de Africa, Europa, Asia,
Norteamérica, América central y Sudamérica con
alelos HLA-DR2 y HLA-DR3.8,9

Por otro lado, el HLA DRB1*13 cumpliria una
funcién protectora para las enfermedades
autoinmunes, con una asociacion negativa en los

pacientes que presentan LES reportadas en la
poblacién de Portugall0

En un estudio realizado a nivel latinoamericano
encontraron que los grupos HLA-DR2 y -DR3
confieren susceptibilidad a LES y aumentan el
riesgo en los latinoamericanos de desarrollar
esta enfermedad en 1,75 y 2,02,
respectivamentell

Del mismo modo se realizdé un estudio en una
poblacién japonesa especificamente sobre
alelos HLA DRB1 con efecto protector, y se
evidenciéuna funcién protectora de los alelos
HLA-DRB1 *13: 02y * 14: 03 en LES.12,13

Otro estudio sobre un mapeo genético entre
afroamericanos y europeos con respecto a LES,
concluyen que los afroamericanos tienen de 2 a
3 veces mayor riesgo de susceptibilidad a LES
vs los europeos, corroborando estudios
anteriores.14

Este estudio busca la asociacion del locus HLA-
DRB1 con compromiso renal en pacientes
peruanos mestizos con LES.

MATERIALES Y METODOS:
Tipo de estudio:

Estudio comparativo de tipo transversal

Tamafio muestral:

Se tom6 comoantecedente un estudio realizado
en Taiwan dondese empleauna poblaciéon de 108
de pacientes con LES con nefritis lupica (NL)
14.a su vez también incluyen controles sanos sin
LES.Se decide incluir en el estudio 118
pacientesdistribuidos en 02 grupos de 59 cada
uno. En este reporte preliminar se incluyeron al
estudio 93 pacientes con LES a su vez se cuenta
con 62 controles sanos sin LES que son
donantes del programa de trasplante renal.

Colecta de muestras:

Se incluyeron en el estudio a 93 pacientes con
diagnéstico de LES, ingresados por consulta
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externa, hospitalizados y por emergencia del
servicio de reumatologia del Hospital Cayetano
Heredia (HCH). El diagnéstico de LES se
establecié aplicando los criterios del American
College of Rheumatology (ACR) 2012.

La informacion se obtuvo a través de la historia
clinica del paciente que fue facilitada al momento
de la consulta con el médico tratante y fue
recolectada por el médico especialista del
servicio de inmuno-reumatologia del HCH en una
ficha de datos. El estudio tuvo aprobacion del
Comité de Etica de la UPCH y del Comité de
Etica Institucional del HCH.

Poblacion de estudio:

Para los pacientes lUpicos se aplicaron los
siguientes criterios:

Criterio de inclusién

e Pacientes Diagnosticados con LES,
segun criterios de la ACR 2012, 04
criterios de positividad para LES.

e Pacientes con ANA + (Anticuerpos
Antinucleares), Anti dsDNA+ (anti-DNA
de doble cadena).

e Pacientes mayores de 18 afios

e Consentimiento  informado
voluntariamente por el paciente.

e Género Femenino y masculino.

e Pacientes admitidos de consulta
externa, emergencia y hospitalizados.

e Pacientes con diagnostico de LES y
compromiso renal: segun evaluacion
clinica y laboratorial que indiquen dafio
renal, considerando:

o Laboratorio, con proteinuria >= 0.5 g/
24 horas.

o Determinacion de Urea, Creatinina
por encima de valor referencial,

o Sedimento urinario con presencia de
hematies, presencia de cilindros
granulosos o hialinos.

o Disminucién de complemento C3 y
C4

o Biopsia renal patologicaque
evidencie algun tipo de dafio renal

e Pacientes con diagnéstico de LES sin
dafio renal:

firmado

Segun evaluacion clinica que no indiquen dafio
renal:

Sedimento urinario negativo,

No hematuria.

No presencia de cilindros en orina

No presencia de proteinas en orina,

Urea y creatinina dentro de los valores
referenciales,

Complemento sérico C3 y C4 dentro de los
valores referenciales

Biopsia renal negativo no sugestivo de
patologia.

Criterios de exclusién

e (Gestantes.

e LES inducido por farmacos

e Otras enfermedades autoinmunes del
tejido conectivo que no sea LES
clinicamente evaluado. (Evaluados por
el médico especialista).

Los controles sanos fueron colectados del banco
de datos del laboratorio de Histocompatibilidad
del HCH, de potenciales donantes renales
sanos.

Enrolamiento de pacientes y colecciéon de
muestras

Todos los pacientes fueron enrolados del
Hospital Cayetano Heredia, previa firma del
consentimiento informado, las muestras de
sangre total fueron obtenidas mediante
venupuncion y colectadas en tubos tipo
“Vacutainer” de tapa amarilla con CPD (para
extraccion de ADN), volumen de 6ml

Ensayos de Biologia Molecular

Extraccién de ADN,Se obtuvo ADN gendémico de
las células blancas mediante el protocolo de
Qiagen “QlAamp®DNA Mini Kit". Luego el ADN
fue cuantificado por absorbancia mediante
lecturas OD 260/280nm en el equipo QUBIT y
estas muestras fueron utilizadas para los
ensayos de PCR e Hibridizacion.
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Tipificacion molecular HLA-DRB1, se realizé
mediante el kit de tipificacion molecular de HLA-
DRB1 gendémico por secuencia de
oligonucle6tidos(SSO) de la marca LIFECODES
utilizando el software y las recomendaciones del
fabricante. Se logra obtener una tipificacion
molecular de alta resolucion del gen (eRES)
HLA-DRB1.Se utiliz6 la plataforma de
LUMINEX®para realizar el procedimiento.

Andlisis Estadisticos:

Las frecuencias alélicas, nimero de alelos por
locus, heterocigocidad observada (HO)y
esperada(HE)15, contenido de informacion
polimérfica(PIC)16, probabilidad de exclusién
individual(PE)17 para la totalidad de individuos
analizados (N=155) fueron determinadas
utilizando el programa Cervus v3.018.

Las desviaciones del equilibrio de Hardy-
Weinberg (deficiencia o] exceso de
heterocigotos) para cada poblacién en estudio se
estimaron mediante la prueba U (Score test) y el
método de Fisher, utilizando el algoritmo de
Cadena de Markov (MC) [Dememorization: 10
000, batches: 100, itineration per batch: 10 000]
para estimar el valor exacto de probabilidadl19,
disponible en el programa Genepop v4.020.

Un analisis de diferenciacion génica y genotipica
entre poblaciones fue estimado mediante la
prueba G exacta (exact G test) y el método de
Fisher, utilizando el algoritmo de cadena de
Markov (MC) [Dememorization: 10 000, batches:
100, itineration per batch: 10 000] para estimar el
valor exacto de probabilidad16, disponible en el
programa Genepop v4.020.

El grado de diferenciacion genética entre las 3
poblaciones (lipica con compromiso renal,
lGpica sin compromiso renal y no lUpicas) en
conjunto fue cuantificada mediante el valor de
FST21 utilizando el programa Genepop v4.020.

RESULTADOS:

En este reporte preliminar se evaluaron 93 LES
con genotipificacién definida, de un total del
tamafio muestral de 118 casos. Se tuvieron 62
controles sanos, igualmente, de poblacion
mestiza peruana, potenciales donantes sanos.

Se identificaron un total de 44 alelos para el gen
DRB1 para la poblacion peruana (N=155), con
una mayor presencia de alelos en la poblacién
lipica con compromiso renal y menor presencia
de alelos en la poblacidn lapica sin compromiso
renal, sin la presencia de alelos privados para
cada una de las poblaciones lupicas y sanas. Ver
Tabla 1

Locus A N Hp Hg PIC PE2
Lupusnorenal 25 41 0902 0935 0918 0.847
Lupus Renal 30 52 0923 0927 0913 0.839
Sanos 28 62 0823 0929 0916 0.842
Total pop 44 155 0877 0928 00921 0.851

Tabla 1. Nimero de alelos (A), nimero de individuos analizados (N), heterocigosidad observada (HO),
heterocigosidad esperada (HE), contenido de informacion polimorfica (PIC) y probabilidad de
exclusion(PE) para el locus DBR1 en 2 poblaciones lapicas (con compromiso renal y sin compromiso

renal) y una poblacion no lUpica (sana) peruanas (N=155).

Los alelos mas frecuentes en poblaciones
peruanas fueron 09.01, 08.02 y 04.07 con
frecuencias de 0.1613, 0.1323 y 0.0968
respectivamente. Sin embargo, las poblaciones
lGpicas presentaron una mayor frecuencia del
alelo 09.01 (15.85% para poblaciones con
compromiso renal y 20.19% para poblaciones sin

compromiso renal) a diferencia de lo observado
en la poblacién sana (12.9%).

La frecuencia de alelos en baja resolucion no
mostro diferencias significativas entre la
poblacion lupica y sujetos sanos. Ver Tabla 2
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PACIENTES LES SANOS

DR*04 19.35% 25.81%
DR*09 18.82% 13.71%
DR*08 8.60% 18.55%

Tabla 2. Alelosen baja resolucion mas frecuentes en poblacion llpica y sana

Al analizar la poblacién lUpica con y sin compromiso renal comparativa a la poblacion sana, tampoco se
encontro diferencias significativas. Ver Tabla 3

LES
RENAL LES NO RENAL SANOS
20/104 16/82 32/124
DR*04  (19.23%) (19.5%) (25.81%)
21/104 14/82 17/124
DR*0S  (20.15%) (17.07%) (13.71%)
16/104 12/82 23/124
DR*08 (15.38%) (14.63%) (15.55%)

Tabla 3. Alelos en baja resolucién mas frecuentes en poblacion lipica con y sin compromiso renal y
sana

La tipificacion HLA-DRB1 en alta resolucion mostré mayor frecuencia del alelo HLA-DR*09:01 en
poblacién lapica con compromiso renal comparado a la poblacién sana, sin embargo, esta diferencia
con fue significativa. Ver Tabla 4

LES
RENAL  LES NO RENAL SANOS

21/104 13/82 16/124

DR*09:01  (20.19%) (15.85%) (12.9%)
13/104 5/82 19/124

DR*08:02  (12.50%) (10.98%) (15.32%)
2/104 5/82 13/124

DR*04:07  (7.69%) (10.98%) (10.48%)

Tabla 4. Alelos en alta resolucion mas frecuentes en poblacion lUpica con y sin compromiso renal y
sana
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La heterocigosidad observada (HO),
heterocigosidad esperada (HE), contenido de
informacién polimérfica (PIC) y probabilidad de
exclusién (PE) observado para el locus DBR1
(Tabla 1) para la poblaciéon peruana, indica la
elevada informatividad del locus analizado, sin
embargo se observa la presencia de
desequilibrio de Hardy Weinberg en la poblacion
sana debido a deficiencia de heterocigotos
(p<0.01) en contraste con lo observado para las
poblaciones lUpicas (con y sin compromiso
renal).

No se observaron diferencias significativas en los
patrones de distribucion alélica (diferenciacion
génica) y genotipica (diferenciacion genotipica)
(p>0.05) ni valores de FST (0.003, p>0.05) entre
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