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2 Resumeny Palabras Clave

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad crénica que afecta al tejido conectivo y puede
presentarse en diversos 6rganos y sistemas. El sistema antigeno leucocitario humano (HLA), es un
complejo proteico que participa en la respuesta inmunitaria, representando un factor en desarrollo de
las enfermedades autoinmunes. Los genes HLA-DRB1 y HLA-DQB1 han sido asociados con el
desarrollo del LES. Uno de los objetivos del estudio fue la caracterizacion alélica de los loci HLA-
DQB1 y HLA-DRB1 en 50 pacientes con diagnostico de LES que son tratados en el Hospital
Roosevelt, utilizando la técnica PCR-SSO, ademas se buscaba encontrar las asociaciones entre ciertos
alelos y el desarrollo de LES. Los perfiles de HLA-DQB1 y HLA-DRB1 fueron analizados en el
software Arlequin v. 3.5 para determinar frecuencias alélicas, haplotipicas, y desequilibrio de
ligamiento, que fueron comparadas con los datos previamente publicados de 127 personas sin LES
representativos de Guatemala, utilizados como grupo control. Por altimo, los haplotipos DRB1*13-
DQB1*06 y DRB1*03:01-DQB1*02 fueron significativamente mas frecuentes entre los pacientes de
LES y fueron asociados al LES (H.F: 0.26, 0.12; OR: 7.28, 4.7; p=0.002, 0.014).

Palabras clave: sistema antigeno leucocitario humano (HLA), HLA-DQB1 y HLA-DRBI,
inmunogenética, desequilibrio de ligamiento.

Abstract and keywords

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease that affects connective tissue and can
be present in various organs and systems. The human leukocyte antigen (HLA) system is a protein
complex that participates in the immune response, representing an important factor in autoimmune
diseases. The HLA-DRB1 and HLA-DQBL1 genes have been associated with the development of SLE.
The aim of the study was the allelic characterization of the HLA-DQB1 and HLA-DRBL loci in 50
patients diagnosed with SLE who are treated at the Roosevelt Hospital, using the PCR-SSO technique.
The HLA-DQB1 and HLA-DRB1 profiles were analyzed using the Arlequin v. 3.5 to determine allele
and haplotype frequencies, and linkage disequilibrium, which were compared with previously

published data from 127 representative subjects from Guatemala, used as a control group. Finally, the
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DRB1*13-DQB1*06 and DRB1*03:01-DQB1*02 haplotypes were significantly more frequent among
SLE patients (H.F: 0.26, 0.12; OR: 7.28, 4.7; p=0.002, 0.014).

Keywords: human leukocyte antigen (HLA) system, HLA-DQB1 and HLA-DRB1, immunogenetics,
linkage disequilibrium.

3 Introduccién

El sistema antigeno leucocitario humano (HLA), es un complejo proteico que participa en un gran
numero de funciones fisioldgicas, entre ellas, la respuesta inmunitaria (Guerrero et al., 2015). Este
complejo molecular es conocido por ser la region mas variable del genoma humano, por lo que ha sido
vinculado con un gran numero de enfermedades (de Holanda et al., 2018). Del complejo, los genes
que han sido mayormente estudiados para enfermedades autoinmunes son HLA-DQB1 y HLA-DRB1
(Weyand et al., 1992). Es importante mencionar un factor en la herencia de estos genes, los genes de
HLA presentan un fendmeno denominado desequilibrio de ligamiento, lo que hace complicado
determinar cudles son los genes especificos causantes de las diferentes enfermedades a las que ha sido
asociado (Rullo & Tsao, 2013), por lo que también se ha optado a buscar asociaciones de haplotipos.
El desequilibrio de ligamiento se refiere a la manera en la que algunos genes no se segregan
independientemente (Griffiths et al., 2012). Entre estas enfermedades, se encuentran las enfermedades
de origen autoinmune como lo es el lupus eritematoso sistémico (LES) (Bhallil et al., 2017; Xu & Yin,
2019).

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune que afecta al tejido conectivo,
presenta diversas manifestaciones clinicas, debido a que es un padecimiento que puede presentarse en
diversos 6rganos Yy sistemas (Rahman & Isenberg, 2008). Es conocido por presentar autoanticuerpos
que dan como resultado dafio a 6rganos y sistemas (Niu et al., 2014). Sin embargo, definir el origen
genetico de esta enfermedad ha representado un gran problema para los médicos y cientificos, ya que
parece que se encuentran involucrados un gran numero de genes, incluyendo los del complejo HLA
(Guerra-Monrroy & Sosa-Tordoya, 2020). A pesar de esto, existen algunos alelos de HLA que han

sido fuertemente relacionados con el desarrollo de LES, habiéndose reportado una asociacion con los
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HLA-DRB1+03:01 y HLA-DRB1 #15:01 (Barcellos et al., 2009). Ademas, parecen estar involucrados
otros alelos como HLA-DRB1+08:01 y HLA-DRB1%14:01 (Remuzgo-Martinez et al., 2021). Debido
al desequilibrio de ligamiento, los alelos HLA-DRBL1 se encuentran asociados con los alelos de la clase
Il loci HLA-DQA1 y HLA-DQBJ1, siendo el alelo HLA-DQA1*02:01 el mayormente asociado con el
LES (Morrisetal., 2012; Niu et al., 2014), por lo que es importante estudiarlos en conjunto y la manera
en la que sus haplotipos son heredados en las diferentes poblaciones. Sin embargo, es conocido que la
frecuencia en la que se presentan estos alelos, depende de gran manera de la raza y la ubicacién
geografica (Lee et al., 2015). En diferentes partes del mundo, la enfermedad de LES ha sido asociada
con diferentes variantes del HLA, habiéndose estudiado poblaciones europeas, africanas, asiaticas y
latinoamericanas, presentandose asociaciones con diferentes alelos de HLA-DRB1 (Shimane et al.,
2013). Especificamente para los latinos, los alelos que parecen estar relacionados con el LES, son
HLA-DRB1*08:02 y HLA-DRB1*03:01, difiriendo de los reportes de las demas poblaciones (Castafio-
Rodriguez et al., 2008; Shimane et al., 2013).

En este estudio, se analizaron los diferentes polimorfismos de los alelos de HLA-DRB1 y HLA-DQB1
encontrados en un grupo de pacientes con diagnéstico de LES, buscando una asociacion de dichos
alelos con esta enfermedad. Esto se realizd por medio de la técnica PCR-SSO en la plataforma
Luminex, con la que se obtuvieron los alelos HLA-DRB1 y HLA-DQB1 de cada paciente. Ademas, se
emplearon datos obtenidos de individuos guatemaltecos considerados libres de LES para ser utilizados
como controles. Estos fueron analizados a partir de muestras sanguineas y empleando la misma
metodologia propuesta en este protocolo. De esta manera se evalud la existencia de diferencias entre
las frecuencias de los alelos de HLA-DRB1 y HLA-DQBL, entre las poblaciones sanas y con LES. Por
altimo, se realizaron analisis genéticos de desequilibrio de ligamiento y de equilibrio de Hardy-

Weinberg para conocer la manera en la que se comportan estos alelos en la poblacion guatemalteca.

4 Planteamiento del Problema

En Latinoamérica, 9 de cada 10,000 personas presenta lupus eritematoso sistémico, el cual afecta
principalmente a las mujeres (Gaviria et al., 2018). Esta enfermedad presenta varias caracteristicas que

han dificultado definir precisamente su origen y etiologia, por lo que los estudios moleculares estan
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siendo Utiles para establecer asociaciones con algunas variantes genéticas (Shimane et al., 2013). Es
una de las enfermedades cronicas mas frecuentes y es un problema creciente en paises europeos y
latinoamericanos (Zamorano et al., 2014). Actualmente se desconoce mucho de la etiologia de la
enfermedad, sin embargo, se ha logrado determinar que tanto factores ambientales, como genéticos
estan asociados a esta enfermedad (Tsokos, 2011; van Drongelen & Holoshitz, 2017). Dentro de los
factores genéticos, el mas relevante y significativo para la enfermedad es el complejo de genes del
antigeno leucocitario humano (HLA), en particular los genes HLA-DRB1 y HLA-DQBL1, los cuales
han sido asociados al desarrollo de esta enfermedad (Gregersen & Winchester, 1987; Enriquez-Mejia,
2013; van Drongelen & Holoshitz, 2017). En poblaciones europeas, asiaticas y nativo americanas, se
ha podido realizar una caracterizacion alélica para ambos genes en pacientes con lupus eritematoso.
Adicional a esto se ha determinado cuéales de los alelos de estos genes estan relacionados a una mayor
susceptibilidad y cuales presentan un factor de proteccion para esta enfermedad (Fernando et al., 2008;
Ferucci et al, 2005; Castafio-Rodriguez et al., 2008; Cabrera-Calzadilla et al., 2018). Sin embargo, en
Guatemala no se ha realizado una caracterizacion alélica de los genes HLA-DRB1 y HLA-DQB1 en
pacientes con diagndstico de LES y se cuenta con reducida informacion epidemioldgica, especifica
para el pais. Unicamente existen datos para algunos paises latinoamericanos que reportan la
prevalencia del LES (Garcia et al., 2016). La caracterizacion genética de los pacientes diagnosticados
con LES es de suma utilidad para la aplicacion de tratamientos, dado que se ha descrito que las
variantes genéticas, se encuentran relacionados con la manera en la que estos reaccionan a los
tratamientos. Los siguientes alelos han sido asociados con resistencia a farmacos: HLA-DRB1*04 y
DRB1*1112 (Yang et al., 2020), siendo este estudio un primer paso para el avance para la medicina
de precisién en el pais. También es importante mencionar que, algunos alelos de HLA-DRB1 y DQBL1,
han sido asociados con el desarrollo de lupus nefritis, aportando asi a la medicina preventiva de los
pacientes con LES (Foschi et al., 2019). Asimismo, al ser una enfermedad dificil de diagnosticar y
subdiagnosticada, por lo que, los marcadores moleculares representan una herramienta muy Gtil para
el diagnostico de estas enfermedades (Bermudez et al., 2016). Por lo tanto, es necesario poder realizar

estudios donde se pueda determinar el perfil inmunogénico de pacientes con LES acorde a los genes
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HLA-DRB1 y HLA-DQBL1 para inferir el comportamiento de estas enfermedades en la poblacion

guatemalteca.

5 Delimitacion en Tiempo y Espacio

5.1 Delimitacién en tiempo

El trabajo fue realizado de febrero 2022 a enero 2023.
5.2 Delimitacion espacial

El trabajo se realizo en el Hospital Roosevelt, un hospital de tercer nivel de atencion, ubicado en la

zona 11 de la Ciudad de Guatemala.
6 Marco Teorico
Sistema del Antigeno Leucocitario Humano (HLA)

El sistema del antigeno leucocitario humano (HLA) cuenta con un rol importante en la regulacion de
la funcion inmune del organismo. Los genes del HLA se encuentran localizados en el complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH), localizado en el cromosoma 6p21.3, y pueden presentar un alto nivel
polimorfico y estar sujetos a desequilibrio de ligamiento. Los genes del CMH se dividen en tres clases:
la Clase | altamente polimérfica que presenta los genes clasicos HLA-A, HLA-B y HLA-C, y los no
clasicos HLA-E, HLA-F y HLA-G los cuéles poseen polimorfismo limitado; la Clase Il que presenta
los genes HLA-DPal, HLA-DPBI, HLA-DQal, HLA-DQa2, HLA-DQOpI, HLA-DQpB2, HLA-DRa,
HLA-DRB1, HLA-DRB2, HLA-DRB3, HLA-DRp4 'y HLA-DRS5 involucrados en el procesamiento y
presentacion de antigenos; finalmente la Clase 11l que presenta genes involucrados en la respuesta
inflamatorio y la maduracion de leucocitos. Las proteinas de la Clase | se expresan en la superficie de
todas las células nucleadas y estan conformadas por una cadena pesada transmembrana con tres
dominios extracelulares y una cadena ligera que une la cadena pesada a la membrana citoplasmatica.
Por su parte, la expresion de las proteinas de la Clase Il se encuentra limitada a células inmunes
especificas como células B, células T activadas, macrofagos, células dendriticas y epitelio del timo.
Ademas, se encuentran conformadas por una cadena alfa y una beta, y cada una de ellas posee dos
dominios extracelulares. Las moléculas de HLA interacttan con los receptores de las células T en el

timo para modular la respuesta inmune y determinar aquellas células que son reconocidas como

9



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidn General de Investigaciéon —DIGI-

propias del organismo (Dendrou et al., 2018; Klein & Sato, 2000; Madden & Chabot-Richards, 2019;
Mosaad, 2015). La nomenclatura actual para HLA incluye campos numéricos basados en la secuencia
de ADN obtenida: grupo alélico o de antigeno, la secuencia de aminoécidos especifica del alelo,
presencia de polimorfismos sindnimos y diferencias en regiones no codificantes. A ello se le agrega

un asterisco cuando el alelo ha sido determinado con metodologia molecular (Marsh et al., 2010).
Lupus eritematoso sistémico

El lupus eritematoso sistémico (LES) consiste en una enfermedad autoinmune en la que 6rganos,
tejidos y células son dafiadas por la adhesion de diversos autoanticuerpos y complejos inmunitarios.
Un 90% de los casos de lupus corresponden a mujeres en edad reproductiva, no obstante, la
predisposicion a la enfermedad existe en todos los sexos, edades y grupos étnicos (Enriquez-Mejia,
2013). El lupus posee un numero diverso y dispar de manifestaciones clinicas producto del gran
ndmero de organos y tejidos a los que afecta. Las principales manifestaciones clinicas de la
enfermedad son: eritema malar, lesiones discoides, lesiones cutaneas subagudas, fotosensibilidad,
aftas orales, artritis, serositis, nefropatia, afectacion neuroldgica, trombocitopenia, anemia hemolitica,
fiebre, fendbmeno de Raynaud, livedo reticularis, trombosis, miositis, afectacion pulmonar, corea,
sindrome seco y poliadenia (Cervera et al., 2003). En Guatemala, las manifestaciones clinicas méas
frecuentes de la enfermedad reportadas son la artritis, erittema malar, fotosensibilidad, proteinuria,
piuria, vasculitis, pleuropericarditis, malestar general, fatiga, alopecia, anorexia, fiebre y
complicaciones hematologicas y renales (Citalan et al., 2011; Leonardo, 2012). Ademas,
manifestaciones neuroldgicas de la enfermedad que han sido reportadas son la cefalea, polineuropatia,

trastorno convulsivo, trastorno del estado de animo, estado confusional agudo (Castellanos, 2014).

Epidemioldgicamente hablando, dado que el LES es una enfermedad que afecta de manera diferente
a las distintas razas, su incidencia y prevalencia a nivel mundial ha sido muy complicada de calcular.
Se estima que su incidencia mundial se encuentra entre 0.3 y 23.7 casos por cada 100,000 personas,
manteniendo una prevalencia mundial de entre 6.5 y 178.0 casos por cada 100,000 personas (Pons-
Estel et al., 2017). El LES es una enfermedad que afecta en una proporcion mucho mayor a las
poblaciones adultas, calculando menos de 1 caso por cada 100,000 nifios (Barsalou et al., 2013).

Asimismo, se conoce que la prevalencia es mucho mayor en las mujeres, reportandose radios de hasta
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9:1 al compararse con los hombres (Stefanidou et al., 2011). Ademas, se ha demostrado que la
sintomatologia varia entre los dos géneros. Donde las mujeres presentan en mayor frecuencia alopecia,
Ulceras orales, fotosensibilidad y sarpullidos, de forma que los hombres suelen presentar de mayor
forma enfermedad renal, linfopenia, fiebre e hipertension (Tan et al., 2012). Como se menciond
anteriormente, la raza es un factor muy importante en el desarrollo de esta enfermedad. La poblaciones
denominadas como Amerindias han sido asociadas con presentar una mayor frecuencia de alelos que
han sido mayormente asociados con LES, las poblaciones Africanas y Americanas presentan dafio
renal en mayor frecuencia y las poblaciones europeas son las de menor riesgo (Sanchez et al., 2010).

Loci HLA-DQB1y HLA-DRBL1 y lupus eritematoso sistémico

Los factores genéticos y la etnia son importantes en la susceptibilidad a LES. De tal manera, los genes
HLA-DRB1 y HLA-DRB de la Clase Il han sido asociados con el desarrollo del LES, asi como sus
polimorfismos y la variacion que existe entre las diferentes poblaciones y etnias del mundo (Enriquez-
Mejia, 2013). Un estudio llevado a cabo en Bolivia report6 que los alelos HLA-DRB1*03:01, *04:04,
*09:01 y HLA-DQB1*03:03, *02:01 representan un riesgo para padecer la enfermedad (Cabrera-
Calzadillaetal., 2018). Un metaanalisis llevado a cabo en el 2008 y que estudi6 747 casos de pacientes
latinoamericanos en Brasil, México, EEUU y Colombia, concluy6 en que la susceptibilidad a LES se
encuentra asociada a los grupos HLA-DR2 y HLA-DR3. Asi mismo, fue el alelo HLA-DRB1*03:01
(OR: 2.14; 95% CI: 1.28-3.56) el que presentd la mayor asociacion entre los demas de ambos grupos,
siendo considerado, junto al haplotipo HLA-DR3-DQ2, como factores de riesgo de la enfermedad
(Castafio-Rodriguez et al., 2008).

Principio de Hardy-Weinberg

El principio de Hardy-Weinberg (HW) permite explicar el por qué una poblacion se mantiene en
equilibrio genético, sus frecuencias alélicas y genotipicas no varian de una generacion a otra y por lo
tanto no evoluciona con respecto al locus estudiado. El principio de HW explica varios conceptos
genéticos como el que al estudiar una poblacidn que es grande el proceso de la herencia no causa por
si mismo cambios en las frecuencias alélicas, los alelos dominantes no necesariamente son mas
comunes que los recesivos, entre otros (Solomon et al., 2013). El principio de HW establece 2

postulados fundamentales: 1) las frecuencias genotipicas se expresan como una funcién simple de las
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frecuencias alélicas después de un evento de apareamiento aleatorio, dicho implica que las
caracteristicas genéticas de las poblaciones pueden ser descritas como las frecuencias alélicas en lugar
de matrices con todos los genotipos posibles; y 2) las frecuencias genotipicas y alélicas permaneceran
constantes a lo largo del tiempo cuando haya ausencia de fuerzas evolutivas como la seleccion natural,
deriva genética, mutacion y migracion (May, 2004; Waples, 2015). El principio de HW es utilizado
como un modelo nulo para evaluar los mecanismos del cambio evolutivo en poblaciones que presentan

reproduccion sexual (Griffiths et al., 2012).
Desequilibrio de ligamiento

El desequilibrio de ligamiento (LD, por sus siglas en inglés) consiste en la asociacion no aleatoria
entre los alelos de dos loci. EI LD funciona como un indicador con el cual es posible conocer las
fuerzas de la genética de poblaciones que estructuran el genoma de los organismos (Griffiths et al.,
2012). Asi mismo, el LD es utilizado para entender el pasado evolutivo y los distintos eventos
demogréficos, realizar el mapeo de genes que se encuentran asociados a caracteres cuantitativos y a
enfermedades hereditarias, y para comprender la evolucion de un grupo de genes determinado. El
andlisis de LD también provee informacion sobre eventos pasados y restringe las potenciales
respuestas a la seleccién natural y artificial, como principales responsables. EI LD refleja a lo largo de
un genoma toda la historia poblacional, el sistema de reproduccion y los distintos parones de
subdivisién geografica existentes; por otro lado, en cada region de un genoma el LD refleja la historia
de la seleccién natural, la conversion de genes, las mutaciones y otras fuerzas evolutivas que causan
el cambio en las frecuencias de los genes (Slatkin, 2008; Wall & Pritchard, 2003; Zhao et al., 2007).
Es decir que la aparicidn excesiva de ciertos haplotipos en una poblacion significa que ambos alelos
son heredados en conjunto (Nepom, 2010). En el caso de HLA se conoce gue los genes HLA-DQB1 y
HLA-DRBL1 presentan desequilibrio de ligamiento (Cabrera-Calzadilla et al., 2018). Sin embargo, es
necesario conocer cuales son los haplotipos que se encuentran mayormente asociados al LES en

nuestra poblacién de estudio.
Haplotipos HLA

En la genética clinica la reconstruccion de haplotipos es de utilidad para la determinacion de haplotipos
asociados a las enfermedades (Mitsui et al.,, 2020). Los genes del sistema HLA se heredan
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conjuntamente de generacion en generacion, contando con una baja probabilidad de recombinacion.
A dichos conjuntos de genes se les conoce como haplotipos y son definidos analizando la herencia de
los alelos en familias. Cuando los haplotipos son conservados entre individuos no relacionados de un
grupo humano y un periodo de tiempo determinados, se obtiene un estado de estabilidad genética, el
cual permite que diferentes grupos humanos cuenten con haplotipos de HLA distintos, caracteristicos
y especificos a las relaciones de ancestria (Barquera & Granados, 2013; Yunis et al., 2005). Como
parte de un estudio realizado en Marruecos, se encontr6 que el haplotipo mayormente encontrado en
pacientes con LES es HLA-DRB1*15-DQB1*06, haplotipo que ha sido asociado con LES en otras

regiones del mundo como América, China y Arabia Saudita (Bhallil et al., 2017).
7 Estado del Arte

Alrededor del mundo, se estan realizando numerosos estudios que buscan establecer la relacion entre
los diferentes alelos del complejo HLA vy la susceptibilidad de desarrollar LES (Garcia-Silva et al.,
2021; Selvaraja et al., 2021). Se estan encontrando diferencias en cuanto a la etnia, el género y la edad
en la que se desarrolla la enfermedad (Dominguez et al., 2020; Rasouli-Saravani et al., 2021). Ademas,
se esta estudiando la relacion entre las diferencias alélicas del complejo HLA vy la susceptibilidad a
desarrollar complicaciones, como la nefritis lupica (Parikh et al., 2020). Por otro lado, se encuentran
estudios de afios recientes, que buscan establecer una relacion entre el LES y factores ambientales,
que afecten en la expresion de los genes relacionados con el complejo HLA (Bae & Lee, 2021). Entre
los factores ambientales, se toman en cuenta factores de riesgo, tales como el consumo de tabaco y
otras sustancias nocivas que han sido relacionados con el desarrollo de otras enfermedades (Cui et al.,
2020). También, se han realizado estudios acerca del desarrollo de LES debido al consumo no
controlado de farmacos (Rubin, 2021). Incluso se pueden encontrar estudios que relacionan el
desarrollo de LES en madres, que puede llevar como consecuencia el aumento del riesgo de que su
descendencia presente un espectro autista (Zhu et al., 2020). Como otro punto, se estan explorando las
relaciones entre otros genes y proteinas que participan en la respuesta inmune como posibles factores
de susceptibilidad ante el LES, como el estudio de Liu y colaboradores (2021), que menciona que los
diferentes polimorfismos de la interleucina-6, representan distinto nivel de riesgo para el desarrollo de

LES. También, se estan buscando padecimientos que puedan desencadenar al desarrollo de LES, tal
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es el caso del estudio en el que se relaciona la endometriosis en pacientes de China como un factor de
riesgo ante esta enfermedad (Lin et al., 2020). Asimismo, se realiz6 un estudio en el que varios

pacientes que habian sido infectados por el virus del Zika, desarrollaron LES (Amaral et al., 2020).
8 Objetivos
8.1 Objetivo general

Caracterizar la frecuencia de los alelos de HLA-DQB1 y HLA-DRB1 en pacientes con lupus

eritematoso sistémico y personas sin la enfermedad en el Hospital Roosevelt.
8.2 Objetivos especificos

8.2.1 Identificar los alelos de HLA-DQB1 y HLA-DRB1 que se presentan en los pacientes con

diagnostico de lupus eritematoso sistémico.

8.2.2 Conocer las frecuencias de los alelos de HLA-DQB1 y HLA-DRBL1 que se presentan en
los pacientes con diagnostico de lupus eritematoso sistémico.

8.2.3 Definir laasociacion de los alelos de HLA-DQB1 y HLA-DRBL1 con el desarrollo de lupus

eritematoso sistémico.

8.2.4 Establecer los haplotipos de los pacientes con diagnostico de lupus eritematoso
sistémico, segun los alelos de HLA-DQB1 y HLA-DRBL.

9 Hipotesis
No aplica
10 Materiales y métodos
10.1 Enfoque de la investigacion.
Cuantitativo.
10.2 Métodos

El tamafio de la muestra se decidio por conveniencia, la seleccion de los participantes se hizo al azar,

tomando como marco muestral la lista de pacientes registrados con diagndéstico de LES. Se identificd
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a los pacientes que potencialmente podrian participar en la investigacion, fueron contactados al
momento que tuvieron su cita de rutina con su médico reumatdlogo y por medio de un consentimiento
informado, se les solicit6 participar. Se llevd a cabo la recoleccion de 5 cc de sangre periférica de 50
pacientes con LES que acudieron a control rutinario de la consulta de reumatologia del Hospital
Roosevelt durante los meses de abril y julio del afio 2022. La muestra fue tomada por un quimico
bidlogo y colocada en un tubo de recoleccion de sangre con EDTA. Unicamente se utilizaron las
muestras de los pacientes que aceptaron participar en el estudio, posterior a la realizacion de una
entrevista con los pacientes en la que se explicaron todos los términos y condiciones del estudio.
Para los analisis genéticos y moleculares, se utilizd la técnica PCR-SSO en la plataforma Luminex.
Esto se realizd empleando los termocicladores que se encuentran en el Laboratorio de Inmunogenética
del Hospital Roosevelt y empleando cebadores especificos para los loci de interés. El instrumento
utilizado para tipificar los alelos de HLA-DQB1 y HLA-DRB1, fue el LabScan 100/200 System. Los
kits con los cuales se realizaron el procesamiento de las muestras son los LabType™SSo Class 11
Locus DQ typing test — 20 test y Kit LabType™SSo Class II Locus DR typing test — 20 test, para
llevar a cabo la genotipificacion de ambos genes para cada muestra. Estos kits cuentan con los
reactivos para la tipificacién de los locus HLA-DRB1 y HLA-DQBL.

Las frecuencias de los alelos de HLA-DQB1 y HLA-DRB1, de los 50 pacientes diagnosticados con
LES fueron comparadas con las frecuencias alélicas de 127 sujetos sanos, previamente publicadas
(Escobar-Castro et al., 2022) que representan a la poblacion mestiza de Guatemala. Por Gltimo, se
realizaron los analisis comparativos que permitieron establecer asociaciones entre los diferentes

alelos de HLA con el LES en pacientes guatemaltecos.

10.3 Recoleccidén de informacion.

50 pacientes que visitaron el area de reumatologia y nefrologia entre los meses de abril y julio del afio
2022 del Hospital Roosevelt y que presentaron un diagnostico previo de LES, fueron incluidos en el
estudio. A todos los pacientes que entraron al estudio, se les ley6 un consentimiento informado en el
que se les explicaron los objetivos y procedimientos del estudio y en el cual los pacientes autorizaron
participar en la entrevista, la toma de una muestra de sangre periférica y el uso de sus datos para ser

analizados y posteriormente publicados (Apéndice 1). Seguido a esto, los pacientes fueron
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entrevistados de manera privada. Una copia del consentimiento fue entregada al paciente y otra fue
conservada y resguardada por el equipo de investigacion. La entrevista fue realizada por un auxiliar
de investigacion. A los pacientes se les asigné un codigo de identificacion para mantener el anonimato
y la confidencialidad durante el estudio. El estudio fue totalmente voluntario por lo que los pacientes
tuvieron la libertad de retirarse del mismo en el momento que asi lo hayan deseado. Durante la
entrevista se tomo una hoja de datos en la que se incluyeron algunos datos demogréaficos y clinicos
relacionados con el diagndstico de la enfermedad (Apéndice 2).

En condiciones asépticas y haciendo uso de buenas précticas clinicas, se tomaron 10 mililitros de
sangre periférica, empleando una jeringa de extraccion de 10 mililitros. La sangre extraida fue
depositada en un tubo con EDTA y almacenada a -20 C hasta el momento de la extraccion de ADN.
Posteriormente se realiz6 la extraccion de ADN por medio de un sistema automatizado, utilizando el
equipo automatizado MagnaPure 24® Roche diagnostics. A partir del ADN extraido, se realiz6 un
PCR de punto final, especifico para los loci HLA-DQB1 y HLA-DRB1. Para el analisis del perfil de
HLA, se empleé la técnica conocida como PCR-SSO Sondas de secuencia de oligonucledtidos. Para
ello, se desnaturalizan los amplicones y se neutraliza la solucion. Seguido a esto, se hibridaron con
sondas de ADN complementarias conjugadas con microesferas que presentan diferente fluorescencia.
El instrumento LabScan 100, fue utilizado para la identificacién de la fluorescencia de cada
microesfera, luego de ser etiquetadas con un reactivo denominado estreptavidina- ficoeritrina (SA-PE,
por sus siglas en inglés). Se detectd la intensidad de la fluorescencia, dependiendo de cuantos
fragmentos de ADN se unieron a las microesferas. A partir de esto, el software es capaz de
genotipificar el HLA de cada muestra. Todo el andlisis genético y molecular se realizd en el
Laboratorio de Inmunogenética del Hospital Roosevelt.

Para realizar la comparacion entre el grupo de pacientes lapicos de este estudio se usé como control
datos previamente publicados de pacientes guatemaltecos sin diagnostico de LES.

Es decir, durante este proyecto se procesaron Unicamente muestras de pacientes con LES, aunque en
los analisis estadisticos se incluyeron los datos de personas sin LES.

Unicamente el equipo de investigadores tuvo acceso al manejo de muestras, resultados y datos
generados durante el desarrollo del presente proyecto. Las muestras no seran utilizadas en futuros

estudios y por medio del consentimiento informado se solicitd la autorizacion de uso de resultados en
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futuras investigaciones. Al momento que la Direccion General de Investigacion apruebe el informe
final de la investigacion, las muestras de sangre y ADN seran descartadas por medio de incineracion,
servicio proveido por Ecotermo. Por su parte, los consentimientos informados y las entrevistas seran
destruidos al momento que sea posible realizar la publicacidon cientifica de nuestro proyecto.
Poblacion de estudio: pacientes con diagnostico de LES en Guatemala basado en la actualizacion de
1997 de los criterios del American College of Rheumatology (ACR) de 1982 para la clasificacion del
LES.

Muestra: a conveniencia de 50 pacientes con diagnostico de LES que se presentaron al area de
reumatologia del Hospital Roosevelt, seleccionados aleatoriamente.

Criterios de inclusién: pacientes que presentaron un diagnéstico de LES y que aceptaron participar en
el estudio.

Criterios de no inclusion: pacientes que presentaron un diagnostico de LES y no aceptaron participar
en el estudio.

Instituciones participantes: Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de

Guatemala y el Laboratorio de Inmunologia del Hospital Roosevelt, MSPAS.

10.4 Técnicas e instrumentos.

10.4.1 Consentimiento informado

Previo aval de Comité de Etica Independiente del Hospital Roosevelt, aval nimero 38/165/4, se
disefid un consentimiento informado el cual se entregd a los pacientes diagnosticados con LES
que visitaron el area de reumatologia del Hospital Roosevelt y que cumplieron con los criterios
de inclusion del estudio, se les explicaron todos los términos y condiciones de su inclusion en la
investigacion, dandoles a conocer las bases cientificas y éticas del estudio por medio de la lectura
de un consentimiento informado de investigacion y, al otorgar su consentimiento, estos fueron
entrevistados. Los pacientes que dieron su consentimiento y accedieron a entrar al estudio
firmaron una copia del consentimiento informado y otra copia le fue dada al paciente (Apéndice
1). La entrevista y toma de datos fue realizada exclusivamente a los pacientes que accedieron
voluntariamente a participar en la investigacion, el auxiliar de investigacion llend una hoja de

datos generales obtenidos durante la entrevista al paciente.
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10.4.2 Entrevista

La entrevista fue realizada posterior al momento en el que el paciente otorgo su consentimiento
para participar en el estudio. En esta entrevista se incluyeron datos demograficos e informacién
relacionada con su enfermedad. Los datos fueron anotados en una hoja de toma de datos
(Apeéndice 2).

10.4.3 Toma de muestra sanguinea

La muestra sanguinea fue tomada por un quimico biélogo. En condiciones asépticas y haciendo
uso de buenas précticas clinicas, se tomaran 5 mililitros de sangre periférica, empleando una
jeringa de extraccion. La sangre extraida fue guardada en un tubo con EDTA para su
almacenamiento hasta el momento de la extraccion de ADN.

10.4.4 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 de manera automatizada por medio del sistema de extraccion
MagNA Pure 24 System de la empresa Roche Diagnostics. Este sistema emplea el kit de
extraccion de ADN MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I. Se programé el protocolo
de extraccion a partir de sangre completa con un volumen de 50 pl de ADN eluido. Para preparar
el sistema de extraccion se coloco el nimero necesario de tubos de eluido en el sistema, el rack
con las muestras, el rack con las perlas magnéticas de extraccion y los consumibles necesarios.
Los consumibles y reactivos utilizados fueron: piercing tools, puntas de pipeta, perlas magnéticas,
proteinasa K, buffer de lisis, buffer de lavado y buffer de elusion. Dichos consumibles y reactivos
se encuentran incluidos en el kit de extraccion de ADN MagNA Pure Compact Nucleic Acid
Isolation Kit I. Para iniciar la extraccion, se colocaron las muestras de sangre en tubos etiquetados
con un cddigo de barras, que permite su reconocimiento por el sistema. Estas se colocaron en los
racks de las muestras y al haber posicionado todos los consumibles y reactivos necesarios, se puso
en funcionamiento el protocolo de extraccion del sistema MagNA Pure 24 System, previamente
seleccionado. Al ser un sistema de extraccidén automatizada, el usuario no tuvo que intervenir en
ningun momento de la extraccion. Al concluir la extraccion automatizada, se obtuvieron 50 pl de

ADN eluidos en las tiras de tubos de eluido. El ADN obtenido se almacend a -20°C.
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10.4.5 Preparacion de las muestras y el equipo

Durante la tipificacion de HLA, se programaron los instrumentos antes de iniciar el procesamiento
de la muestra. En el analizador LABScan TM 100 se program0 el procedimiento de puesta en
marcha. Seguido a esto, se establecié un protocolo de incubacion a 60°C haciendo uso de un
termociclador. Simultaneamente, se prepard un bafio de hielo triturado (afiadiendo una pequefia
cantidad de agua para permitir que la bandeja de PCR se pare directamente sobre hielo).
Seguidamente, se descongelaron el D-Mix y la muestra de ADN. Para homogeneizar se realizd
un breve vortex. Los reactivos (excepto la botella SA-PE 100x) fueron retirados de la
refrigeradora y se colocaron a temperatura ambiente para poder ser utilizados. Como ultimo paso,
antes de iniciar el procesamiento de la muestra, se mezclé a fondo todo el volumen de buffer de

hibridacién y toda la mezcla de microesferas en un tubo limpio; protegiéndolos de la luz.
10.4.6 Amplificacion y desnaturalizacion

El primer paso fue la preparacion de los reactivos de amplificacion. EI descongelamiento de los
reactivos se realiz6 sobre hielo para mantener su estabilidad. Para cada reaccién de amplificacion
se emplearon 2 pl de ADN extraido por cada muestra. En un tubo de microcentrifuga se colocaron
4 ul de Primer mix, 13 pul de D-Mix y 1 pul de taq polimerasa por cada muestra. Los reactivos
fueron mezclados gentilmente para homogeneizar la mezcla. Ademas, se anadieron 18 pl del
master mix a cada pozo por muestra de ADN y 2 ul de ADN extraido. Se cubrid la bandeja de
PCR vy se coloc6 dentro del termociclador. La amplificacidn, inici6 por la desnaturalizacion del
ADN con un ciclo a 95°C por 10 minutos. Seguido a esto, se mantuvo la temperatura a 95°C por
10 minutos y luego, a 58°C durante 10 minutos. Esto se repitio durante 45 ciclos. Por ultimo, se
llevd a 38°C por 5 segundos y con esto se concluyo la amplificacion. Para la desnaturalizacion
del ADN, se utiliz6 una nueva placa de PCR en la que se anadieron 5 pul de ADN amplificado de
cada muestra, sumado a 2.5 pl de buffer de desnaturalizacion. Se mezcl6 la placa. Seguido a ello,

se incubo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Como siguiente paso, se colocaron 5 pl de
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buffer de neutralizacidn en cada pozo, esto se mezcl6 hasta obtener un color amarillo claro y se

colocé en un bafo de hielo.
10.4.7 Hibridacién, lavado y etiquetado

Utilizando la misma placa de PCR del paso anterior, se colocaron 38 pul de mezcla de hibridacion
en cada pozo con ADN amplificado, desnaturalizado y neutralizado. Se cubrié la bandeja y se
realizé un vortex. Asi mismo, se coloco en el termociclador para su incubacion a 60°C durante 15
minutos. Posteriormente, se anadieron 100 pul de Wash Buffer, se cubrio la placa y se realiz6 una
centrifugacion a 1000 gravedades durante 5 minutos. El sobrenadante fue descartado y se volvid
a agregar Wash Buffer, se realizd una nueva centrifugacion a 1000 g por 5 minutos y se descartd
el sobrenadante. Dicho paso se repitio hasta concluir con 3 lavados. Durante la Gltima
centrifugacion, se prepar6 el 1X SA-PE y se dejo reposar a temperatura ambiente. 50 pl de SA-
PE fueron afadidos a cada pozo, se taparon y homogeneizaron. Al mezclar la muestra, se coloco
en incubacion a 60°C durante 5 minutos. Al concluir la incubacidn, se agregaron 100 pl de Wash
Buffer a cada pozo. Se realizd una nueva centrifugacion a 1000 g por 5 minutos y se descarté el
sobrenadante. Se afiadi6 nuevamente un total de 80 pul de Wash Buffer y se transfiri6 a una
microplaca que para ser introducida al instrumento LabScan 100, el cual realizd la

genotipificacion de los alelos de HLA que presenta cada muestra.
10.4.8 Procesamiento y analisis de la informacion.

Las frecuencias de los alelos obtenidos fueron analizadas con el software Xponent® y el software
HLA Fusion 4.1®. Una vez determinado molecularmente el perfil HLA-DQB1 y HLA-DRBL1 de
la muestra, este fue analizado con el software Arlequin v. 3.5 para determinar frecuencias alélicas,

haplotipicas y equilibrio de Hardy-Weinberg. A partir de los analisis de Hardy-Weinberg y
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desequilibrio de ligamiento se obtuvieron los haplotipos mas relevantes que se encuentran

asociados a LES.

Para establecer una correlacion entre los diferentes alelos de los genes HLA-DQB1 y HLA-DRB1
con el LES se utilizé la prueba de Chi-cuadrado con significancia de p= 0.05. Para este analisis

se utilizo el paquete epiR del programa RStudio v. 1.4 (RStudio Team, 2015).

Para la determinacion de los haplotipos méas asociados con LES se realizd una prueba de
desequilibrio de ligamiento por medio del software Arlequin v. 3.5. con el fin de reportar los
haplotipos encontrados con mayor frecuencia en los pacientes diagnosticados con LES en

Guatemala.
11 Resultadosy discusién
11.1 Resultados

Se estudi6 un grupo de 50 pacientes guatemaltecos con lupus eritematoso sistémico, compuesto por
una mayor cantidad de pacientes femeninas, de etnia mestiza y procedentes de la regién metropolitana
del pais. También fueron encontradas pacientes de etnia maya y Xinka. Ademas, los pacientes de LES

presentaron una media de edad de 36.3 afios. (Tabla 1).
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Tabla 1l

Datos demograficos de pacientes con lupus eritematoso sistémico (n=50)

Edad X Rango
| 36.3 (13-67) |
T " % |
T |
Sexo
Masculino | 2 4 |
Femenino | 48 96 |
Etnia | |
Mestiza | 43 86 |
| Maya 6 12
| Xinka 1 2
Procedencia | |
Region Metropolitana | 24 48 |
[ Region Central 8 16
[ Region Suroriente 5 10
[ Region Nororiente 5 10
[ Region Suroccidente 5 10
[ Region Verapaz 2 4
[ Region Petén 1 2

22



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidn General de Investigaciéon —DIGI-

Un total de 15 grupos alélicos para el gen DRB1 fueron encontrados entre los pacientes de LES. Los
alelos HLA-DRB1*07 y DRB1*08, mostraron los mayores OR (2.702 (1.062-6.876); 2.430(1.218-

4.811)), siendo mas comunes entre pacientes con LES, presentandose como alelos de riesgo (p=0.04;

p=0.01). El alelo DRB1*04 es el mas frecuente en ambos grupos.

Tabla 2
Elgzcuencias alélicas del gen DRB1 en 50 pacientes con lupus eritematoso sistémico y controles sin
| Alelo DRB1  LES (2n=100) Controlessin LES (2n= OR (95%Cl) P |
254)
| *01 2 (0.0200) 19 (0.0748) 0.252 (0.057-1.104)  0.076 |
*03:01 7 (0.0700) 12 (0.0472) 1.529 (0.545-3.968) 0.552
*04 31 (0.3100) 99 (0.3898) 0.705 (0.426-1.149) 0.200
*07 10 (0.1000) 10 (0.0394) 2.702 (1.062-6.876)  0.048
*08 18 (0.1800) 21 (0.0827) 2.430 (1.218-4.811)  0.014
*10 0 (0) 3(0.0118) 0 0.654
*11 4 (0.0400) 11 (0.0433) 0.943 (0.248-2.877) 1
*12 1 (0.0100) 3(0.0118) 0.919 (0.031-8.030) 1
*13 12 (0.1200) 33(0.1299) 0.920 (0.436-1.826) 0.940
*14:01 0 (0) 1 (0.0039) 0 1
*14:02 2 (0.0200) 9 (0.0354) 0.588 (0.081-2.386) 0.735
*14:06 0 (0) 11 (0.0433) 0 0.076
*15 12 (0.1200) 16 (0.0630) 1.944 (0.860-4.286)  0.116
*16:01 1 (0.0100) 1 (0.0039) 2.547 (0.064-99.925)  0.485
*16:02 0 (0) 5 (0.0197) 0 0.368
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Se encontraron un total de ocho grupos alélicos del gen DQB1, de los cuales tres fueron

significativamente diferentes al comparar los pacientes de LES con los controles sanos. Los alelos
HLA-DQB1*02 y DQB1*06 se presentaron como alelos de riesgo (OR=2.202, 1.961; p=0.02, 0.02).
Por su parte, el alelo HLA-DQB1*03:01 es un alelo protector, siendo significativamente més frecuente

entre los controles sanos (OR: 0.433; p=0.04).

Tabla 3

Frecuencias alélicas del gen DQB1 en 50 pacientes con lupus eritematoso sistémico y controles

sanos
| Alelo DQB1  LES (2n=100) Controles sin LES (2n = OR (95%Cl) P
| *02 18 (0.1800) 23 (0.0906) 2.202 (1.115-4.296)  0.029 |
*03:01 8 (0.0800) 43 (0.1693) 0.433 (0.181-0.916) 0.047
*03:02 28 (0.2800) 100 (0.3937) 0.601 (0.358-0.988)  0.0598
*03:03 1 (0.0039) 0 1
*03:05 1 (0.0100) 0 0.628
*04 13 (0.1300) 21 (0.0827) 1.662 (0.774-3.445)  0.246
*05 4 (0.0400) 24 (0.0945) 0.412 (0.115-1.111) 0.123
*06 28 (0.2800) 42 (0.1654) 1.961 (1.124-3.389)  0.022

La tabla 4 muestra los haplotipos encontrados entre los pacientes diagnosticados con LES, se

encontraron un total de 21 haplotipos entre los pacientes de LES. El haplotipo mas frecuente fue el

DRB1*04-DQB1*03:02, con una frecuencia de 0.26, mientras que los menos comunes, presentaron

una frecuencia de 0.01. La mayor parte de los haplotipos se encuentran en desequilibrio de ligamiento,

presentando valores mayores a 2 en el parametro estadistico de validacion usado.
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Tabla 4

Desequilibrio de ligamiento en haplotipos de los genes HLA-DRB1 y HLA-DQBL1 en 50 pacientes

con lupus eritematoso sistémico

Haplotipo n H.F. A’ t
| DRB1*04-DQB1*03:02 | 26 0.26 0.8965 14.7 |

DRB1*15-DQB1*06 12 0.12 1 7.9
DRB1*07-DQB1*02 10 0.1 1 7.1
DRB1*08-DQB1*04 9 0.09 0.6248 6.0
DRB1*13-DQB1*06 8 0.08 0.5370 4.6
DRB1*03:01-DQB1*02 7 0.07 1 5.7
DRB1*08-DQB1*06 5 0.05 -0.0079 0
DRB1*04-DQB1*04 4 0.04 -0.0074 0
DRB1*11-DQB1*06 3 0.03 0.6528 2.9
DRB1*13-DQB1*03:01 3 0.03 0.2898 2.8
DRB1*14:02-DQB1*03:01 2 0.02 1 2.9
DRB1*01-DQB1*05 2 0.02 1 2.9
DRB1*08-DQB1*03:05 1 0.01 1 2.0
DRB1*12-DQB1*05 1 0.01 1 2.0
DRB1*16:01-DQB1*05 1 0.01 1 2.0
DRB1*08-DQB1*02 1 0.01 -0.6914 -2.8
DRB1*13-DQB1*03:02 1 0.01 -0.7024 -2.7
DRB1*08-DQB1*03:02 1 0.01 -0.8016 -3.7
DRB1*04-DQB1*03:01 1 0.01 -0.5968 -2.0
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DRB1*08-DQB1*03:01 1 0.01 -0.3056 -0.8
DRB1*11-DQB1*03:01 1 0.01 0.1848 1.5

H.F: Frecuencia de haplotipo
A": Desequilibrio de ligamiento
t: Parametro estadistico de validacion.

El haplotipo mas frecuente entre los pacientes de LES fue DRB1*04-DQB1*03:02, sin embargo, es
un haplotipo que se encontré frecuentemente entre los controles sanos. Por su parte, los haplotipos
DRB1*15-DQB1*06 y DRB1*07-DQB1*02 fueron encontrados Unicamente entre pacientes de LES,
presentando una asociacion (p<0.0001). Por ultimo, los haplotipos DRB1*13-DQB1*06 y
DRB1*03:01-DQB1*02 fueron significativamente mas frecuentes entre los pacientes de LES (OR:
7.28, 4.7, p=0.002, 0.014).
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Tabla 5

Frecuencias haplotipicas DRB1-DQB1 en pacientes con lupus eritematoso sistémico y controles

sanos
| Haplotipo LES Controles sin LES OR (95%Cl) P
(n=50) (n=127)
| DRB1*04-DQB1*03:02 26 81 | 0.75 (0.45-1.26) | 0.3381 |
DRB1*15-DQB1*06 12 0 0 <0.0001
DRB1*07-DQB1*02 10 0 0 <0.0001
DRB1*08-DQB1*04 9 10 2.41 (0.95-6.13) 0.1008
DRB1*13-DQB1*06 8 3 7.28 (1.89-28) 0.002424
DRB1*03:01-DQB1*02 7 4 4.7 (1.35-16) 0.014
DRB1*14:02-DQB1*03:01 2 0 0 0.07922
DRB1*01-DQB1*05 2 0 0 0.07922
DRB1*08-DQB1*03:05 1 0 0 0.2825
DRB1*12-DQB1*05 1 0 0 0.2825
DRB1*16:01-DQB1*05 1 0 0 0.2825

11.2 Discusion de resultados

Este es el primer estudio, realizado en Guatemala, que busca analizar una asociacion entre los genes

del complejo mayor de histocompatibilidad y el lupus eritematoso sistémico. Las frecuencias alélicas

de los genes de HLA-DRB1 y HLA-DQB1 son sumamente variables por lo que se encuentran

discrepancias de poblacion en poblacion, lo cual provoca diferencias en los resultados entre distintos

estudios. Varios metaanalisis han sido realizados buscando unificar los resultados de multiples
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estudios realizados alrededor del mundo. Uno de ellos, llevado a cabo en el afio 2014, concluy6 que
los alelos del complejo mayor de histocompatibilidad protectores para el desarrollo de lupus son HLA-
DR*04, DR*11 y DR*14, mientras que HLA-DR*03, DR*09 y DR*15 se consideran alelos de riesgo
(Niu et al., 2014). Ese estudio incluyo paises de Asia, Europa y América. Sin embargo, sélo incluye
tres estudios realizados en Latinoamérica, siendo todos provenientes de poblaciones mexicanas
(Cortés et al., 2004; Lopez-Tello et al., 2007; Vargas-Alarcon et al., 2001). Por otro lado, el
metaanalisis realizado por Wang y colaboradores (2022), se encontré que, a nivel de todos los
continentes, los alelos HLA-DR*01 y DR*13 presentan un menor riesgo de LES, mientas que el alelo
DR*16 presenta mayor riesgo de LES (Wang et al., 2022). Dicho estudio incluyé investigaciones de
poblaciones norteamericanas, asiaticas, europeas y solamente un estudio latinoamericano, realizado
con una poblacién mexicana (Garcia-Silva et al., 2021). Los resultados de ambos metaanalisis, no
coinciden con respecto a los alelos que representan mayor riesgo para LES, tampoco con los alelos
protectores. En nuestro estudio los alelos HLA-DR*07 y DR*08 se presentaron significativamente con
mayor frecuencia en los pacientes diagnosticados con LES (p-value: 0.04; p-value: 0.01). Asi mismo,
ambos alelos representaron un factor de riesgo (OR: 2.70; OR: 2.43). Nuestros resultados no coinciden
con los metaanalisis realizados para evaluar la relacion entre los alelos y el LES. Sin embargo,
sobre los alelos HLA-DR*07 y DR*08, existen estudios contradictorios sobre el efecto que tienen sobre
la susceptibilidad a LES. Por su parte, alelo DR*08 ha sido reportado como un alelo de riesgo
(Shimane et al., 2013) y también como un alelo protector (Vargas-Alarcon et al., 2001). Asi mismo,
el alelo HLA-DR*07 ha sido reportado como un alelo de riesgo en varios estudios (Garcia-Silva et al.,

2020; Granados et al., 1997) y también como un alelo protector (Vargas-Alarcon et al., 2001).

Especificamente para Latinoamérica, un metaanalisis realizado con poblaciones de México, Brasil y
Colombia, concluyo que los alelos DR*0301 y DR*1101 son los alelos de riesgo mayormente
reportados en la region (Castafio-Rodriguez et al., 2008). Estos resultados, nuevamente no coinciden
con lo encontrado dentro del grupo de pacientes que se investigd. Sin embargo, es importante
mencionar que la poblacién guatemalteca estd compuesta principalmente de mestizos, una mezcla
entre europeos, nativos americanos y africanos, causando que los resultados de las frecuencias alélicas
sean distintos a las reportadas en otras poblaciones de Latinoamérica. Uno de los paises que presenta

una poblacion similar a la nuestra, es México, especialmente en el sur (Ochoa-Lugo et al., 2016). En
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México, un estudio reciente realizado en una poblacion mestiza ubicada en Chiapas, estado que colinda
con la frontera guatemalteca, concluyo que ningun alelo de HLA-DRB1 fue significativamente mas
frecuente en los pacientes con SLE. Sin embargo, al realizar un andlisis de mestizaje, encontrd que los
componentes de la poblacion estudiada eran 89% indigena y 10% espafiola (Garcia-Silva et al., 2021).
Este punto es importante porque la poblacion guatemalteca no presenta los mismos componentes
geneéticos que las poblaciones estudiadas en otras investigaciones, las cuales son principalmente
poblaciones caucasicas y del este de Asia. Incluso, al ser comparado con otras poblaciones
latinoamericanas, el porcentaje de indigenas que forman parte de nuestra poblacion es muy diferente
al de otros paises de Latinoamérica (Escobar-Castro et al., 2022), haciendo Unicas las caracteristicas

genéticas de la poblacién estudiada en esta investigacion.

Estudios alrededor del mundo han evaluado la relacién de los alelos HLA-DQB1 con el LES. En
Latinoamérica han sido varios los estudios que han abordado la relacion entre los alelos del gen HLA-
DQBL1 con el riesgo a desarrollar LES. Uno de ellos consiste en un metaanalisis que fue publicado en
el afio 2008 y analizd poblaciones latinas con LES provenientes de los paises de México, Brasil,
Colombia y Estado Unidos. Se reportan los alelos DQB1*03:02, DQB1*03:03, DQB1*04:02 y
DQB1*05:01 como asociados al riesgo de LES en Colombia, México, Estados Unidos y México-
Colombia, respectivamente (Castafio-Rodriguez et al., 2008). Otro estudio realizado en Bolivia ha
reportado que los alelos HLA-DQB1*03:03, *02:01 representan un riesgo para padecer la enfermedad,
mientras que el alelo HLA-DQB1*04:02 es protector para la poblacién boliviana (Cabrera-Calzadilla
et al., 2018). Asi mismo, un estudio llevado a cabo en poblacién mexicana obtuvo que el alelo HLA-
DQB1*04:02 se presentd como riesgo al desarrollo de LES (OR 2.76, IC 1.0-7.5, p=0.045). Mientras
que los alelos HLA-DQB1*03:03 y HLA-DQB1*05:01 se reportaron como protectores (Cortes et al.,
2004). Al comparar con la poblacion guatemalteca estudiada los alelos *03:02 y *06 fueron los mas
frecuentes. No obstante, los resultados obtenidos no demuestran un riesgo para cualquiera de los alelos
*03, mientras que los alelos *02 y *06 representan el riesgo en la poblacion guatemalteca,
coincidiendo el alelo *02 con lo reportado en poblacion boliviana. No obstante, el alelo *03:02
presentd una tendencia a la significancia para ser un alelo protector (OR 0.601, IC 0.358-0.988,
p=0.0598). Dicho resultado es contrario a lo que se ha reportado en poblaciones latinas (Castafio-

Rodriguez et al., 2008). Finalmente, es importante resaltar que algunos estudios no han encontrado
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diferencias entre las frecuencias de los alelos del gen HLA-DQB1 al comparar poblacion latina de
pacientes con LES con controles sanos. Ejemplo de ello son los estudios de Vargas-Alarcon y

colaboradores (2001), Cruz-Tapias y colaboradores (2012) y Lépez-Tello y colaboradores (2006).

Es interesante que los alelos de riesgo reportados en varios estudios realizados alrededor del mundo,
no coincidieran con los encontrados en este estudio. En especial el alelo HLA-DRB1*03:01, el cual ha
sido reportado multiples veces como un alelo de riesgo (Cruz-Tapia et al., 2012; Fernando et al., 2008;
Tsuchiyaetal., 2001; Xue et al., 2018). Este alelo se encuentra principalmente en personas caucasicas,
mostrandose reducido en poblaciones mestizas (Vargas-Alarcon et al., 2001). De igual forma, el alelo
DQB1*04:02 ha sido reportado como un alelo de riesgo en poblaciones latinas, pero en nuestro estudio
no ha sido el caso (Castafio-Rodriguez et al., 2008). Esto es explicado por el componente de mestizaje
de nuestra poblacion. Escobar-Castro y colaboradores (2022), reportaron un componente africano en
la poblacion guatemalteca, siendo méas elevada que en sus vecinos, exceptuando Costa Rica. Asi
mismo, Guatemala presenta un componente de poblacidn indigena superior a sus vecinos del sur, pero
no al sur de México (Escobar-Castro et al., 2022). Es por ello que las caracteristicas genéticas de
nuestra poblacion pueden ser diferentes a las reportadas en otros estudios de Latinoamérica, donde

predominan los caucéasicos.

En nuestro estudio, el haplotipo DRB1*03:01-DQB1*02 presenta un OR mayor para los pacientes con
LES. Dicho haplotipo también ha sido reportado por estudios previos como un factor de riesgo de
LES, siendo uno de los que han presentado una mayor asociacion con el desarrollo de LES en
poblaciones caucasicas (Castafio-Rodriguez et al., 2008; Graham et al., 2007; Wong & Tsao, 2006).De
igual manera, el haplotipo DRB1*15-DQB1*06 ha sido reportado como un factor de riesgo en
poblaciones caucasicas (Graham et al., 2007; Wong & Tsao, 2006). En nuestra poblacion de estudio
no se observo ningun haplotipo DRB1 #1501-DQB1 #0602 en los controles sanos, mientras que en los
pacientes con LES la frecuencia observada fue de 0.12. En México se ha reportado que el haplotipo
DRB1#1501-DQB1 #0602 posee un efecto aditivo a la susceptibilidad a LES, coincidiendo con los
resultados obtenidos en el presente estudio (Cortes et al., 2004; Vargas-Alarcon et al., 2001).
Agregando a esto, un estudio publicé que la combinacion entre DR*15 con cualquier alelo DQB1,

significa un aumento en la susceptibilidad ante el LES (Furukawa et al., 2014). Agregando a esto, el
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haplotipo DRB1*07-DQB1*02 fue encontrado Unicamente en pacientes con LES, mostrandose como
un indicio de su relacion con la enfermedad. El estudio de Rasouli-Saravani y colaboradores (2021)
demostrd la relaciéon entre este haplotipo y la produccion de anticuerpos anti-dsDNA, siendo la
produccion de estos anticuerpos, una caracteristica distintiva del LES (Rasouli-Saravani et al. 2021a).
Por dltimo, el haplotipo DRB1*13-DQB1*06 ha sido relacionado con manifestaciones especificas en
pacientes con LES. Los pacientes de LES con efectos cutaneos, gastrointestinales y renales (Rasouli-
Saravani et al. 2021b). Este haplotipo fue mas frecuente entre los pacientes con LES de nuestra
poblacion, respaldando la importancia de este haplotipo en pacientes con LES. Por ultimo, fue
interesante observar que la diversidad de haplotipos fue mucho mayor en el grupo de personas sin LES
que entre los pacientes con LES (194 vs 21). Este resultado es el esperado debido a que si nos basamos
en la hipétesis que la enfermedad se encuentra asociada a algunos haplotipos se espera que presenten
ciertos haplotipos especificos, haciendo que la diversidad se vea reducida.

Hasta donde sabemos, este es uno de los primeros estudios que busca analizar una asociacion entre los
genes del complejo mayor de histocompatibilidad y el LES en poblaciones de Guatemala y otros paises
de América Central. Los alelos HLA-DRB1*07, DRB1*08, HLA-DQB1*02 y DQB1*06 se
encontraron como alelos de riesgo en la poblacién guatemalteca de LES. Sin embargo, solo el alelo
HLA-DQB1*03:01 se encontré como alelo protector. Los haplotipos més frecuentes en la poblacion
fueron DRB1*13-DQB1*06 y DRB1*03:01-*02. Se necesitan mas estudios para comprender mejor la
genética del complejo mayor de histocompatibilidad en la poblacién guatemalteca y su relacion con
enfermedades autoinmunes como el LES. Dado que las caracteristicas genéticas de cada poblacién
tienen un gran impacto en la relacion entre ciertos alelos y haplotipos con el LES, es de suma
importancia continuar desarrollando investigacion sobre esta enfermedad y sus implicaciones
geneticas que permita redefinir y establecer dicha relacion de una manera més especifica y certera.
Asi mismo, es necesario estudiar las diferentes implicaciones que esta enfermedad pueda conllevar,
tal como los efectos renales, cutaneos y gastrointestinales; asi como las caracteristicas genéticas que

esto pueda implicar.
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13 Apéndice
Apéndice 1. Consentimiento informado de investigacion.

Consentimiento Informado de Investigacion
Caracterizacion alélica de los genes HLA-DQB1 y HLA-DRB1 en pacientes con
diagnostico de lupus eritematoso sistémico.

El presente Consentimiento Informado de Investigacion se dirige a pacientes que acudan a la unidad de
reumatologia del Hospital Roosevelt. EI Consentimiento Informado de Investigacion consta de cuatro partes.
La primera parte recopila toda la informacion, términos y condiciones de la investigacion. La segunda parte
consiste en un formulario de consentimiento informado de investigacion en el cual el paciente declara estar
enterado de la informacion, términos y condiciones de la investigacion y proporciona su consentimiento de
participacion en la investigacion. La tercera parte consiste en la revocacion del consentimiento informado de
investigacion. La cuarta parte consiste en un formulario de autorizacién para el uso de los resultados del estudio
en futuras investigaciones. La legislacion actual exige que usted conozca toda la informacion, términos y
condiciones de la investigacion.

PARTE I
INFORMACION
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El presente proyecto consiste en investigar los alelos de los loci HLA-DQB1 y HLA-DRB1 en pacientes con
diagndstico de lupus eritematoso sistémico en el Hospital Roosevelt.

Con la lectura del consentimiento informado de investigacién se le dard la informacion y se le invitara a
participar en la investigacion. La participacion en el presente estudio es estrictamente voluntaria y puede revertir
su participacién en el mismo en cualquier momento. Puede hablar con alguien con quien usted se sienta cémodo
antes de decidir su participacion en el estudio. Si en el transcurso de la lectura del consentimiento informado
de investigacion usted tiene dudas o hay aspectos que no quedan claros, por favor hagalo saber para que se
explique nuevamente.

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune que afecta al tejido conectivo, presenta
diversas manifestaciones clinicas, debido a que es un padecimiento que puede presentarse en diversos érganos
y sistemas (Rahman & lIsenberg, 2008). Es conocido por presentar autoanticuerpos que dan como resultado
dafio a organos y sistemas (Niu et al., 2014). Por dichas razones el presente proyecto busca estudiar las
caracteristicas genéticas de los pacientes diagnosticados con lupus eritematoso sistémico.

Al entrar en este estudio, usted accede a que un médico o quimico biélogo tome una muestra sanguinea de
aproximadamente 5 mililitros. La muestra serd tomada en el Hospital Roosevelt. El estudio correrd con los
gastos de recuperacion si se diera alguna complicacion derivada de la toma de la muestra. La muestra sera
procesada para su genotipificacion. Finalmente, se identificaran los alelos de HLA-DRB1 y HLA-DQBL1.
También se autoriza a una toma de datos clinicos y demogréaficos que seran recogidos con un formulario
adjunto. Todos los resultados e informacion generada en el estudio son codificados, confidenciales y seran
almacenados en una base de datos de investigacion. Los resultados individuales no seran divulgados a ninguna
institucion bajo ninguna circunstancia. La muestra, resultados y demas datos generados por el proyecto seran
manejados, analizados y resguardados Unicamente por el equipo de investigadores y solamente ellos tendran
acceso a ellos.

PARTE I
FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO DE INVESTIGACION

Declaro que he sido informado de los términos y condiciones del estudio. Declaro estar de acuerdo con la toma
de muestra y con la recogida de datos clinicos y demogréaficos. Declaro tener conocimiento de que mis datos y
resultados seran registrados en una base de datos confidencial. Declaro haber comprendido la informacion
recibida, que he podido formular todas las preguntas que he creido oportunas y que entiendo que tengo el
derecho de retirarme de la investigacion en cualquier momento sin que afecte de ninguna manera mi cuidado
médico.

Fecha de ingreso al estudio

Nombre del participante

NUmero de teléfono Correo electronico

Firma del participante -
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Declaracion de testigo (familiar, persona allegada o representante legal) que ha recibido la informacion por
deseo o incompetencia del participante.

Nombre del testigo

Firma del testigo

Huella dactilar del participante

Declaracion del médico o investigador que ha informado debidamente al participante y que se ha proporcionado
una copia del Consentimiento Informado de Investigacion al participante.

Nombre del médico o investigador

Firma del Investigador -

PARTE IlI
REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO DE INVESTIGACION

Fecha de revocacién de consentimiento

Nombre del participante

Firma del participante -

Declaracion de testigo (familiar, persona allegada o representante legal) que ha recibido la informacion por
deseo o incompetencia del participante.

Nombre del testigo

Firma del testigo

Huella dactilar del participante

PARTE IV )
AUTORIZACION PARA USO DE RESULTADOS EN FUTUROS ESTUDIOS

Nombre del participante

Firma del participante -

Declaracion de testigo (familiar, persona allegada o representante legal) que ha recibido la informacion por
deseo o0 incompetencia del participante.

Nombre del testigo

Firma del testigo
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Huella dactilar del participante

Apéndice 2. Hoja de toma de datos

Hoja de Toma de Datos
Caracterizacion alélica de los genes HLA-DQB1 y HLA-DRBL1 en pacientes con
diagnostico de lupus eritematoso sistémico.
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Cadigo de Estudio

Fecha de Ingreso a
Estudio

Nombre Participante

Edad

Etnia

Departamento de
Procedencia

Municipio de Procedencia

NUmero de Teléfono

Correo Electrénico

Apéndice 3. Equilibrio de Hardy-Weinberg para los loci de DRB1 y DQBL.
Tabla 6

Equilibrio de Hardy-Weinberg para los loci de DRB1 y DQB1
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HLA-DRB1 HLA-DQB1

Heterocigosidad observada 0.880 0.780
Heterocigosidad esperada 0.834 0.794

p-value 0.743 0.401

Nota. *Valores de p menores a 0.0125 (después de la correccién) son considerados como significativos.

Fuente: datos experimentales

14 Aspectos éticos y legales
Figural

Autorizaciones del Hospital Roosevelt para realizar la investigacion, otorgada por el departamento
de docencia e investigacion y Aval de Comité de Etica Independiente.

Hospifal DEPARTAMENTO DE DOCENCIA E INVESTIGACION
B ITAL F GUATEMALA

Hooseyell OSPITAL ROOSEVEL
FORMULARIO HR - §

FIRMAS DE AUTORIZACION

A JEFE DE DEPARTAMENTO DONDE REALIZARA EL ESTUDIQ!
1o ]]‘ SOLICITUD PARA AUTORIZACION
o

- B— il CETN
oo ; . a NOMBRE: ~MUAUOHEME TR Firma y Soh A
g TRABAJO DE INVESTIGACION )
el v LA . n ¥
142N Correo eloctrimico: e ArRocaml/ Gmoc
NOMBRE DEL INVESTIGADOR (5) £
DIRECCION Dom # v

JEFE DEL DEPARTAMENTO DE DOCENCIA E INVESTIGACION:

UGAR DONDE TRABAJA: (7

UGAR DONDE REALIZARA EL ESTUDIO: /2 lpci Drseigmitie NOMBRE: Dr. José Luis Chisciin Mowtid
JEFE DE UNIDAD DONDE REALIZARA EL ESTUDIO:
NOMBRE: AUV e (A

SUB DIRECCION MEDICA:

NOMBRE

PERIDO DE DURACION

TITULO DE INVESTIGACION:  /
COMITE DE ETICA (cusndo o requiera)

L ROOSEVELT
TANARTRNA
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COMITE DE ETICA INDEPENDIENTE

Oficio/CODEIHR. No. 38
Guatemala 30 de noviembre del 2020

Doctor

€1 Comite de €tica Independiente ha revisado y APROBADO su trabajo de investigacién ttulado:
“Asoclacidn de genes HLA y No HLA con Artritis reumatol ide y Lupus eritematoso sistémico:
" acta 165, punto cuarto.

2

A
COWTE D€ EWX
INDEPENDIENTE |
= Y

ROOSEVELT, ZONA 11, GUATEMALACA
TELEFONO DRECTO: 23217783 Y PEX, 2217440 (EXT. 2500
catubrgmalcim

15 Vinculacion
e Facultad de Ciencias Médicas, Universidad de San Carlos de Guatemala.

e Laboratorio de Inmunogenética, Hospital Roosevelt.
e Laboratorio de Inmunogenética, Hospital General San Juan De Dios.

e Laboratorio de Genética Molecular, Escuela Nacional de Antropologia e Historia (ENAH),
Ciudad de México, México

16 Estrategia de difusion, divulgacion y proteccion intelectual

Los resultados de la investigacion son inicialmente presentados mediante el presente informe final de
investigacion, dirigido a las autoridades correspondientes de la Direccion General de Investigacion
(DIGI), para su publicacion en la biblioteca virtual de la DIGI. Seguido a esto, los resultados del
proyecto de investigacion seran publicados en una revista internacional indexada por ser definida.
Ademas, se tiene previsto que los resultados obtenidos sean presentados mediante la participacion en
congresos, simposios y/o seminarios, con lo cual se puedan divulgar los hallazgos obtenidos en el

presente proyecto de investigacion. Dentro de dichos eventos de caracter académico Yy cientifico, se
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plantea la participacion por medio de presentaciones orales, elaboracion de posters y/o presentacion
de abstracts/resimenes de investigacion. Finalmente, también se prevé la participacion en actividades
de divulgacion cientifica que son transmitidas por diferentes medios de comunicacién. Ejemplo de
ello es la entrevista de la coordinadora Dra. Lilian Isabel Cayax Menchd MSc en el programa Ciencia
y Sociedad llevado a cabo el miércoles 28 de septiembre de 2022. Dicha entrevista fue transmitida por

Radio Universidad 92.1 FM y por Facebook @digienlinea.

17 Aporte de la propuesta de investigacién a los ODS

La presente investigacion aporta en los objetivos de desarrollo sostenible en la seccién de salud y
bienestar, especialmente aportando al conjunto de enfermedades huérfanas-autoinmunes. El desarrollo
del proyecto de investigacion permitié conocer los alelos de los genes HLA-DQB1 y HLA-DRBL1 en
la poblacion guatemalteca con LES. Asi mismo, se pudo conocer sus frecuencias alélicas y haplotipos.
Al ser esta una investigacion basica, el conocimiento generado por medio del desarrollo de esta
investigacion es reportado por primera vez en Guatemala, representando hallazgos cientificos
novedosos y aportando al estudio de las enfermedades huérfanas-autoinmunes en el pais. De tal
manera, la presente investigacion posee un alto impacto y repercusion académica y teérica en el campo

de la medicina, principalmente en las reas de la reumatologia y la inmunologia.

18 Orden de pago final

Categoria Registro de Procede pago
Nombres y apellidos (investigador personal de mes Firma
Jauxiliar) (Si / No)
César Camilo Carias Alvarado Auxiliar 1l 20210268 No
Juan Carlos Barrios Menéndez Auxiliar 1l 20200482 No
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19 Declaracion del Coordinadora del proyecto de investigacion

El Coordinador de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el desarrollo de los
proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion, articulos 13 y 20, deja
constancia que el personal contratado para el proyecto de investigacion que coordina ha cumplido a
satisfaccion con la entrega de informes individuales por lo que es procedente hacer efectivo el pago

correspondiente.

Dra. Lilian Isabel Cayax Menchu

Nombre del coordinador del proyecto de investigacion g

Fecha: 22/02/2023

20 Awval del Director(a) del instituto, centro o departamento de investigacion o Coordinador de

investigacion del centro regional universitario

De conformidad con el articulo 13 y 19 del Reglamento para el desarrollo de los proyectos de
investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion otorgo el aval al presente informe
mensual de las actividades realizadas en el proyecto (escriba el nombre del proyecto de
investigacion) en mi calidad de (indique: Director del instituto, centro o departamento de
investigacion o Coordinador de investigacion del centro regional universitario), mismo que ha sido

revisado y cumple su ejecucién de acuerdo a lo planificado.

47



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccidn General de Investigaciéon —DIGI-

Vo.Bo. Dr. Cesar Oswaldo Garcia Garcia ) AT

Director de Investigacion : — [
e DIRECCION DE INVESTIGACY
Facultad de CCMM. USAC.

Fecha: 22/02/2023

21 Visado de la Direccion General de Investigacion

Vo.Bo. Dra. Hilda Elena Valencia de Abril PhD

Coordinadora Programa Universitario de \
Investigacion Interdisciplinaria en Salud

Firma

Fecha: 22/02/2023

Vo.Bo. Ing. Agr. MARN Julio Rufino Salazar
Coordinador General de Programas Universitarios
de Investigacion

Fecha: 22/02/2023
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