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2 Resumen

La nefritis ldpica (NL) es un padecimiento asociado a pacientes que sufren de lupus
eritematoso sistémico (LES). Consiste en una patologia que produce dafio glomerular y
puede significar un riesgo a la vida del paciente. La incidencia y prevalencia de esta
enfermedad es mayor en poblaciones de Asia (55%), Africa (51%) y Latinoamérica (43%).
El HLA es un complejo proteico que participa en la respuesta inmunitaria. Aln no se ha
determinado un polimorfismo especifico que produzca la patogénesis de la NL, pero los
genes del antigeno leucocitario humano HLA-DQB1 y HLA-DRBL1 han sido estudiados
como responsables de la susceptibilidad y desarrollo de la enfermedad. Se realizd la
caracterizacion alélica de los alelos HLA-DQB1 y HLA-DRBL en pacientes con diagnéstico
de nefritis lpica que visitan el Hospital General San Juan de Dios. Esto se realiz6 por medio
de PCR-SSO. Los perfiles de HLA-DQB1 y HLA-DRB1 fueron analizados para determinar
frecuencias alélicas, haplotipicas, equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de
ligamiento. La tipificacién de los alelos de HLA-DQB1 y HLA-DRB1 es importante para
conocer las caracteristicas genéticas asociadas con el desarrollo de la NL en la poblacion
guatemalteca. Finalmente, dado que este estudio es la continuacion del estudio DIGI B17-
2022, llevado a cabo durante el afio 2022 por nuestro mismo equipo de investigadores, fue
posible comparar las frecuencias alélicas y los haplotipos de los alelos de HLA entre los
pacientes con LES, los pacientes con NL y personas sin diagnostico de estas enfermedades.
Este es el primer anélisis de esta naturaleza y aporta al desarrollo de la investigacion
molecular de estas enfermedades en el pais.

Palabras clave: sistema antigeno leucocitario humano, enfermedad autoinmune,
inmunogenética, desequilibrio de ligamiento.

Abstract

Lupus nephritis (LN) is a condition associated with patients suffering from systemic lupus
erythematosus (SLE). It consists of a pathology that produces glomerular damage and can
pose a risk to the patient's life. The incidence and prevalence of this disease is higher in
populations in Asia (55%), Africa (51%) and Latin America (43%). HLA is a protein
complex that participates in the immune response. A specific polymorphism that causes the
pathogenesis of LN has not yet been determined, but the human leukocyte antigen genes
HLA-DQB1 and HLA-DRBL1 have been studied as responsible for the susceptibility and
development of the disease. Allelic characterization of the HLA-DQB1 and HLA-DRB1
alleles was carried out in patients with a diagnosis of lupus nephritis who visit the San Juan
de Dios General Hospital. This was done by means of PCR-SSO. The HLA-DQB1 and HLA-
DRBL1 profiles were analyzed to determine allele frequencies, haplotypes, Hardy-Weinberg
equilibrium, and linkage disequilibrium. The typing of the HLA-DQB1 and HLA-DRB1
alleles is important to understand the genetic characteristics associated with the development
of LN in the Guatemalan population. Finally, since this study is the continuation of the DIGI
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B17-2022 study, carried out during 2022 by our same team of researchers, it was possible to
compare the allele frequencies and haplotypes of HLA alleles among patients with SLE,
patients with LN and people without a diagnosis of these diseases. This is the first analysis of
this nature and contributes to the development of molecular research of these diseases in the
country.

Keywords: human leukocyte antigen system, autoimmune disease, immunogenetics, linkage
disequilibrium.

3 Introduccion

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune que afecta a una gran
variedad de 6rganos y tienen diferentes presentaciones clinicas (Fava y Petri, 2019). El
diagnostico se basa en un conjunto de caracteristicas clinicas y la presencia de anticuerpos
antinucleares (Kuhn et al., 2015). Es una enfermedad caracterizada por la destruccion de
tejidos sanos como consecuencia de la activacion de células B y T autorreactivas (Craft,
2011). Uno de los 6rganos mas afectados por el LES es el rifion, produciendo dafio nefrotico
en aproximadamente el 50% de los pacientes, dando origen a nefritis lupica (NL) (Almaani et
al., 2017). La NL se refiere a la inflamacion del rifion, que puede incluir patologia
glomerular, tubointersticial y vascular (Imran et al., 2015). Es una patologia que puede variar
en cuanto a su presentacion histopatolégica y el dafio causado a los glomérulos, la NL se
clasifica en clases de | a VI, siendo | la menos riesgosa y siendo VI una etapa terminal
(Weening et al., 2004). La NL es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad
entre los pacientes diagnosticados con LES, esto a pesar del desarrollo de potentes terapias
antiinflamatorias e inmunosupresoras. La NL afecta a los rifiones, siendo la mayor parte de
los diagndsticos de NL sucedidos entre los 5 afios siguientes al diagnostico con LES (Pons-
Estel et al., 2011). Es de suma importancia mencionar que la mortalidad para los pacientes
con NL disminuy6 notablemente entre los afios 1975 y 1995, pero se ha mantenido estable
desde ese momento (Anders et al., 2020). Ademas, la incidencia y prevalencia de esta
enfermedad varia dependiendo de la poblacién, ya que se ha reportado mayor incidencia
acumulada en poblaciones de Asia (55%), Africa (51%) y latinoamericanos (43%) (Ortega et
al., 2010). La causa de la NL es compleja y multifactorial, incluye aspectos genéticos y
ambientales (Lech & Anders, 2013). En el ambito genético, no se ha determinado un
polimorfismo especifico que produzca la patogénesis de la NL, pero los genes del antigeno
leucocitario humano (HLA) han recibido una atencién considerable entre los genes
candidatos que puede ser responsable de la susceptibilidad y el desarrollo del LES (Boackle,
2013).

El HLA es un complejo proteico que participa en un gran namero 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 ndmero de enfermedades (Arnaiz-Villena et al., 2021). Para la NL, se han
realizado algunos estudios alrededor del mundo, resaltando el metaandlisis de Niu vy
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colaboradores (2014), en el que proponen a los alelos DRB1*03 y DRB1*15, como los alelos
de riesgo para el desarrollo de NL y por el otro lado, a los alelos DRB1*04 y DRB*11 como
los protectores contra NL. Sin embargo, el riesgo que presentan los pacientes puede variar
dependiendo de la etnia (Castafio-Rodriguez et al., 2008). De Holanda y colaboradores
(2018) realizaron un estudio en pacientes brasilefios con NL, en los que los alelos de HLA
mas frecuentes fueron B*08, DRB1*08 y DRB1*15. Asi mismo, un estudio realizado en
Marruecos, concluyé que el alelo DRB1*15 es significativamente méas frecuente en los
pacientes con NL (Bhallil et al., 2016). Ademas, para una poblacion italiana, los alelos mas
frecuentes fueron DRB1*15, DRB1*03 y DRB1*07 (Marchini et al., 2003). Estos resultados
hacen visible la variacion que puede presentarse entre las diferentes etnias. Guatemala, es un
pais con una gran poblacién maya, grupo poco estudiado, por lo que es importante conocer
las caracteristicas de la poblacion para poder tomar decisiones a futuro que favorezcan a los
pacientes que sufren de NL en el pais.

En el presente estudio se exploraron los alelos de la clase Il de HLA en pacientes que asisten
a un hospital en la ciudad de Guatemala. Esto se realizd por medio de la metodologia
conocida como PCR-SSO en la plataforma Luminex, y se obtuvieron los alelos HLA-DRB1
y HLA-DQBL1 de cada paciente. Es importante mencionar, que este estudio fue la segunda
parte del estudio realizado durante el afio 2022, en el que se caracteriz los alelos HLA-
DRB1 y HLA-DQBL de pacientes con LES en Guatemala, en el que también se incluyeron
datos de guatemaltecos sanos. De esta manera se pudo evaluar si existen diferencias entre las
frecuencias de los alelos y haplotipos de HLA-DRB1 y HLA-DQBL, entre las poblaciones
sanas, pacientes con LES y pacientes con LES y NL. Con ello fue posible seguir
contribuyendo con la caracterizacion genética del LES y la NL, permitiendo definir
asociaciones y haplotipos de los alelos de HLA con la enfermedad.

4 Antecedentes

Estudios anteriores han abordado el papel de HLA clase Il (DR y DQ) en la patogénesis de la
enfermedad (Ramos et al., 2010). De tal manera, multiples estudios han logrado determinar
que los genes HLA-DRB1 y HLA-DQ predisponen y representan un riesgo para el desarrollo
de LES y NL, por lo cual sus polimorfismos han sido ampliamente estudios (Bastian et al.,
2007; Shimane et al., 2013). Estos genes han sido considerados como los mas polimorficos
por contar con alrededor de 1000 alelos descubiertos (Graham et al., 2002). Por otra parte se
ha determinado que los genes HLA-DR y HLA-DQ permanecen en un estado de
desequilibrio de ligamiento y las diferentes combinaciones de haplotipos podrian modular la
susceptibilidad a LES y NL (Graham et al., 2002). Se ha logrado determinar una gran
variedad de variantes geneticas para LES, sin embargo, son muy limitados los biomarcadores
correlacionados para LN. Durante un estudio realizado en lItalia se tipifico los alelos HLA-
DRB1*, HLA-DQA1*, HLA-DQB1* y HLA-DPB1* en pacientes con NL. De ellos, se
obtuvo que el alelo HLA-DQA1*0101 se asocio fuertemente con NL mientras que el alelo
HLA-DRB1*1501 se asoci6 de una forma marginal. Por el contrario, al analizarse los
haplotipos HLA-DRB1*1501 en pacientes con LES se concluyé que el alelo HLA-
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DRB1*1501 aumentaba el riesgo de desarrollar NL lo cual es conferido por el alelo
DQA1*0101 (Marchini et al., 2003). Dentro de los biomarcadores de riesgo para NL dentro
de la region del CMH se encuentran 5 variantes de riesgo HLA-DRB1 aminoacido 11, HLA-
DQP1 aminoacido 45, HLA-A aminoacido 156, HLA-DPB1 aminoacido 76 y una variante
sin sentido PRRC2A. Estas variantes fueron determinadas en pacientes provenientes de
China (Xu et al., 2017). Estudios recientes han seguido evaluando la relacion de los alelos de
HLA con el desarrollo de la enfermedad. Un estudio realizado en Malasia demostré que el
alelo HLA-DRB1*04 se encuentra asociado al desarrollo de NL. Esto fue comprobado por el
desarrollo de una respuesta inflamatoria intensa en pacientes con LES (Selvaraja et al.,
2021). Asi mismo, un estudio realizado en Brasil ha logrado determinar que la presencia de
HLA-DRB1*15 consiste en un factor de predisposicion al desarrollo de LES y NL, sin
embargo, dicha variante no esta relacionada con la supervivencia en pacientes con trasplante
renal (de Holanda et al, 2018).

5 Planteamiento del problema

La NL consiste en una comun y severa manifestacion del LES. Esta se observa entre el 20 -
60% de pacientes con LES, causando dafio renal y representando una causa importante de
morbilidad y mortalidad en pacientes (Pons-Estel et al., 2011). La incidencia y prevalencia de
la NL se ve influenciada por la edad, el sexo, la etnia y la region geografica. La mayor
ocurrencia de la enfermedad se presenta en pacientes de origen asiatico, africano, nativo
americano Yy latinos, llegando a representar entre el 40 - 70% de casos, mientras que en
pacientes con LES de origen europeo se observa en un 30% de casos (Mejia-Vilet & Rovin,
2019). No obstante, en Guatemala la informacion es limitada, habiendo pocos estudios
epidemioldgicos sobre la enfermedad en el pais. Recientemente, se publicd una prevalencia
del 16.9% (32/190 casos evaluados) entre los afios 2017 - 2021 (Benavides et al., 2021), lo
cual indica que es una enfermedad de importancia clinica de la cual se deberian enfocar mas
esfuerzos de investigacion acerca de su patogénesis y caracteristicas genéticas en pacientes
guatemaltecos.

Debido a que la NL es una manifestacion del LES, muchos de los factores de riesgo
presentes en LES se observan en la NL. De tal manera, la asociacién entre el LES y los genes
HLA-DQB1 y HLA-DRBL1 también es estudiada en pacientes con NL (Kuo et al., 2015). A
pesar de que los estudios especificos en pacientes con NL no son tan comunes como los que
evallan pacientes a LES en general, actualmente se conoce que los alelos HLA-DRB1*15,
HLA-DQB1*06:02, HLA-DR2, HLA-DR3, HLA-DRB1*04 y HLA-DR15 representan un
incremento del riesgo a desarrollar la enfermedad (Obrisca et al., 2021; Parikh et al., 2020;
Selvaraja et al., 2021). Dicha informacion sugiere que deben ser llevados a cabo estudios de
caracterizacion alélica del gen HLA en la poblacion guatemalteca con NL.

Caracterizar los genes HLA en pacientes con NL es til por sus aplicaciones en medicina de
precision y preventiva. Asi mismo, representa una contribucion cientifica importante para el
pais en el area de la reumatologia. Los resultados obtenidos de la caracterizacion de los genes
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HLA serian dtiles para la aplicacion de tratamientos. Esto debido que se conoce que la
resistencia a farmacos en el tratamiento del LES se encuentra asociada a algunos de los alelos
de HLA -DRB1 (HLA-DRB1*04 y DRB1*1112) y HLA-DQB1 (Foschi et al., 2019; Yang et
al., 2020), lo cual sugiere que en la NL podria observarse una asociacion similar. La
contribucidn cientifica para el pais reside en la generaciéon de informacién inmunogenética
que puede ser utilizada por reumat6logos para la toma de decisiones acerca del tratamiento
de la enfermedad y para definir planes sobre el manejo de la enfermedad en el pais.

6 Marco tedrico
Sistema del Antigeno Leucocitario Humano (HLA)

El sistema del antigeno leucocitario humano (HLA) juega un rol importante en la regulacion
de la funciéon inmune del organismo. Los genes del HLA se encuentran localizados en el
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), localizado en el cromosoma 6p21.3, 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 11 que presenta los genes HLA-DPA1, HLA-DPBI,
HLA-DQA1, HLA-DQA2, HLA-DQB1, HLA-DQB2, HLA-DRA, HLA-DRBI,
HLA-DRB2, HLA-DRB3, HLA-DRB4 y HLA-DRBS involucrados en el procesamiento y
presentacion de antigenos; finalmente la Clase Il presenta genes involucrados en la respuesta
inflamatoria y en la maduracién 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,
macrdfagos, 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 interactian con los receptores de las células T en el timo para modular la
respuesta inmune y determinar aquellas células que son reconocidas como 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: 1) grupo alélico o de antigeno, 2) la secuencia de aminoacidos
especifica del alelo, 3) presencia de polimorfismos sindnimos y 4) 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).

Nefritis Lupica

La nefritis Iupica es una forma de glomerulonefritis y constituye una de las manifestaciones
méas complicadas y graves del LES (Hanly et al., 2015; Anders et al., 2020). La NL se
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clasifica histoldgicamente en 6 clases distintas las cuales se manifiestan en diferentes grados
de dafio renal. Esta patologia se encuentra asociada a una muy baja supervivencia, alta
morbilidad y se presenta particularmente en pacientes que desarrollan una enfermedad renal
terminal (Hanly et al., 2015). A pesar de esto, recientes hallazgos indican que ha aumentado
la tasa de supervivencia en pacientes sin una enfermedad renal terminal. Actualmente el
tratamiento de NL se basa en medicamentos inmunosupresores. Sin embargo, a pesar de los
buenos resultados de dichos medicamentos al aumentar la tasa de supervivencia en los
pacientes entre las décadas de 1980 y 1990, aun no se ha logrado disminuir la incidencia de
enfermedades renales terminales (Fanouriakis & Bertsias, 2019; Anders et al., 2020). Existen
multiples factores por los cuales se produce la NL, dentro de estos se encuentran los factores
ambientales y genéticos (Alarcon et al., 2005). La prevalencia y la incidencia de esta
patologia depende principalmente de la poblacién de estudio y los criterios de diagndstico.
Un estudio realizado en Estados Unidos durante los afios 2000-2004 determind una mayor
prevalencia e incidencia de NL en afromericanos seguido de latinos y asiaticos (Feldman et
al., 2013) Por otra parte, durante un estudio de cohorte internacional se determin6 que la
frecuencia de NL en la poblacion afroamericana fue de 39,9%, en latinoamericanos fue de
49,3% vy en asiaticos 36,8% (Hanly et al., 2016). En Guatemala hay muy poca informacion
sobre la prevalencia de NL, sin embargo, durante el 2021 se logréd determinar que la
incidencia de la NL represento el 16.9% de glomerulopatias en el Hospital General San Juan
de Dios (Benavides et al., 2021).

Loci HLA-DQB1y HLA-DRB1 vy Nefritis Lupica

Dentro de los factores genéticos mas estudiados se encuentra el papel de HLA clase Il (DR y
DQ) en la patogénesis de la enfermedad (Ramos et al., 2010). Se ha logrado establecer que
siete alelos de HLA clase Il estan asociados con la susceptibilidad del desarrollo de LES y
NL en diferentes etnias (Ceccarelli et al., 2015). Multiples estudios han logrado determinar
que los genes HLA-DRB1 y HLA-DQ predisponen y representan un riesgo para el desarrollo
de LES y NL, por lo cual sus polimorfismos han sido ampliamente estudiados (Bastian et al.,
2007; Shimane et al., 2013). Estos genes han sido considerados como los mas polimérficos
por contar con miles de alelos descubiertos (Graham et al., 2002). Por otra parte, se ha
determinado que los genes HLA-DR y HLA-DQ permanecen en un estado de desequilibrio
de ligamiento y las diferentes combinaciones de haplotipos podrian modular la
susceptibilidad a LES y NL (Graham et al., 2002). Se ha logrado determinar una gran
variedad de variantes genéticas para LES, sin embargo, son muy limitados los biomarcadores
correlacionados para LN. Durante un estudio realizado en Italia se tipificd los alelos HLA-
DRB1*, HLA-DQA1*, HLA-DQB1* y HLA-DPB1* en pacientes con NL. De ellos, se
obtuvo que el alelo HLA-DQA1*0101 se asocio fuertemente con NL mientras que el alelo
HLA-DRB1*1501 se asoci6 de una forma marginal. Por el contrario, al analizarse los
haplotipos HLA-DRB1*1501 en pacientes con LES se concluyé que el alelo HLA-
DRB1*1501 aumentaba el riesgo de desarrollar NL lo cual es conferido por el alelo
DQA1*0101 (Marchini et al., 2003). Dentro de los biomarcadores de riesgo para NL dentro
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de la region del CMH se encuentran 5 variantes de riesgo HLA-DRB1 aminoacido 11, HLA-
DQP1 aminoacido 45, HLA-A aminoacido 156, HLA-DPB1 aminoacido 76 y una variante
sin sentido PRRC2A. Estas variantes fueron determinadas en pacientes provenientes de
China (Xu et al., 2017). Estudios recientes han seguido evaluando la relacion de los alelos de
HLA con el desarrollo de la enfermedad. Un estudio realizado en Malasia demostré que el
alelo HLA-DRB1*04 se encuentra asociado al desarrollo de NL. Esto fue comprobado por el
desarrollo de una respuesta inflamatoria intensa en pacientes con LES (Selvaraja et al.,
2021). Asi mismo, un estudio realizado en Brasil ha logrado determinar que la presencia de
HLA-DRB1*15 consiste en un factor de predisposicion al desarrollo de LES y NL, sin
embargo, dicha variante no esta relacionada con la supervivencia en pacientes con trasplante
renal (de Holanda et al, 2018).

Principio de Hardy-Weinberg

A partir del principio de Hardy-Weinberg (HW) se puede comprender el por qué una
poblacion se mantiene en equilibrio genético y sus frecuencias alélicas y genotipicas no
varian de una generacion a otra, dando como resultado que dicha poblaciéon no evoluciona
con respecto al locus de estudio (Solomon et al., 2013). El principio de HW establece dos
postulados fundamentales en la genética de poblaciones. El primero de los postulados indica
que las frecuencias genotipicas se expresan como una funcion simple de las frecuencias
alélicas después de un evento de apareamiento aleatorio. Esto implica que las caracteristicas
genéticas de las poblaciones pueden ser descritas como las frecuencias alélicas en lugar de
matrices con todos los genotipos posibles. El segundo postulado explica que las frecuencias
genotipicas y alélicas permanecen constantes a lo largo del tiempo mientras haya una
ausencia de fuerzas evolutivas como la seleccion natural, deriva genética, mutacion y
migracion (May, 2004; Waples, 2015). En estudios de genética de poblaciones, el principio
de HW es empleado 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) se presenta cuando existe una
asociacion no aleatoria entre los alelos de dos loci. El 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 realizar
aproximaciones acerca de los distintos eventos demogréaficos del pasado, mapear genes
asociados a caracteres cuantitativos y a enfermedades hereditarias, y para estudiar la
evolucion de grupos de genes en especifico. El analisis de LD es util para la obtencion de
informacion acerca de eventos pasados Yy restringe las posibles respuestas a la seleccion
natural y artificial, como principales responsables evolutivos. Asi mismo, al estudiar el LD se
puede obtener un reflejo a lo largo de todo el genoma acerca de la historia poblacional, el
sistema de reproduccion y los distintos patrones de subdivision geografica existentes. Por
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otro lado, al estudiar regiones especificas del genoma se puede conocer la historia de la
seleccion natural, la conversion de genes, las mutaciones y otras fuerzas evolutivas que son
las responsables de los cambios en las frecuencias de los genes (Slatkin, 2008; Wall &
Pritchard, 2003; Zhao et al., 2007). Ademas, la aparicion excesiva de ciertos haplotipos en
una poblacion se explica en que ambos alelos son heredados en conjunto (Nepom, 2010). En
el caso de HLA se conoce que 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 poblacion de
estudio.

Haplotipos HLA

La reconstruccion de haplotipos es una herramienta de gran utilidad para la determinacion de
haplotipos asociados a las enfermedades y es ampliamente usada en genética clinica (Mitsui
et al., 2020). Los genes del sistema HLA se heredan en conjunto de generacion en
generacion, contando con bajas probabilidades de recombinacidn genética. Los conjuntos de
genes que son heredados de esa manera son conocidos como haplotipos y son definidos
analizando la herencia de los alelos en familias. El estado de estabilidad genética consiste en
que los haplotipos se comportan de manera conservada entre individuos no relacionados de
un grupo humano y en un periodo de tiempo determinado. El estado de estabilidad genética
permite que diferentes grupos humanos cuenten con haplotipos de HLA distintivos,
caracteristicos y especificos a las relaciones de ancestria (Barquera & Granados, 2013; Yunis
et al., 2006). Como parte de un estudio realizado en Marruecos, se encontrd que el haplotipo
mayormente encontrado en pacientes con LES es el HLA-DRB1*15-DQB1*06, haplotipo
que ha sido asociado con LES en otras regiones y paises del mundo como América, China y
Arabia Saudita (Bhallil et al., 2017).

7 Estado del arte

En afos recientes, el estudio del LES y la NL ha sido de amplio interés dentro de la
comunidad cientifica especializada en reumatologia. Ejemplo de ello son estudios que buscan
comprender la relacion de la NL con los genes HLA, llegando a descubrirse que los alelos
HLA-DR4 y HLA-DR11 poseen un aparente efecto protector, mientras que los alelos HLA-
DR3 y HLA-DR15 representan un incremento del riesgo a desarrollar la enfermedad (Parikh
et al., 2020). Otros alelos que han sido reportados como factores de riesgo son el HLA-
DRB1*15 y el HLA-DQB1*06:02 en poblacién asiatica, y el HLA-DR2 en poblacion
caucasica (Obriscd et al., 2021). Asi mismo, en afos recientes se han publicado diversos
estudios sobre la prevalencia y asociacion de los alelos de HLA en distintas poblaciones de
pacientes con NL. De ellos, se puede mencionar el estudio de Selvaraja y colaboradores
(2021) en el que reportan el alelo HLA-DRB1*04 como factor de riesgo en pacientes
malayos de Malasia. También destaca un estudio brasilefio en el que se obtuvo una mayor
prevalencia de los alelos B*08, DRB1*08 y DRB1*15 en pacientes con LES y NL al ser
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comparados con grupos control, destacando el alelo DRB1*15 como un factor de riesgo para
el desarrollo de la enfermedad (de Holanda et al., 2018).

Por otro lado, debido a que la NL es una complicacion severa del LES, recientes estudios
buscan conocer la asociacion de diversos factores de riesgo que pueden ser compartidos entre
la NL y el LES. Ejemplo de ello son los GWAS (Genome-wide association studies, por sus
siglas en inglés) que han identificado mas de 80 genes asociados al LES y se encuentran
potencialmente asociados a la NL. De ellos, destacan polimorfismos de nucleétido Unico
(SNP, por sus siglas en inglés) en genes que codifican proteinas involucradas en la
sefializacion y funcion de células B y T, inflamacion y factores de transcripcion. Por ultimo,
diversos GWAS han evaluado la variacion en el nimero de copias y los patrones de
metilacion de genes en LES, los cuales podrian estar asociados a la NL (Anders et al., 2020;
Imgenberg-Kreuz et al., 2018; Song et al., 2020).

Respecto al conocimiento mas novedoso y relevante de la NL en Guatemala, Benavides y
colaboradores (2021) reportaron la prevalencia de la enfermedad durante los afios 2017-2021
en el Hospital General San Juan de Dios, siendo esta del 16.9%, la cual consiste en 32 casos
de una muestra de 190 con enfermedad glomerular (Benavides et al., 2021). No obstante, no
existen otras investigaciones recientes en epidemiologia de la enfermedad y que analicen los
alelos de HLA portados por la poblacion de pacientes con NL en el pais.

8 Objetivos

8.1 Objetivo general

Caracterizar los alelos de los genes HLA-DQB1 y HLA-DRBL en pacientes diagnosticados
con nefritis lpica y personas sin la enfermedad en el Hospital General San Juan de Dios.

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 nefritis lupica del Hospital General San Juan de Dios.

8.2.2 Conocer las frecuencias de los alelos de HLA-DQB1 y HLA-DRB1 que se
presentan en los pacientes con diagndstico de nefritis lipica del Hospital General San
Juan de Dios.

8.2.3 Definir la asociacion de los alelos de HLA-DQB1 y HLA-DRBL1 con la presencia
de nefritis lapica del Hospital General San Juan de Dios.

8.2.4 Establecer los haplotipos de los pacientes con diagnéstico de nefritis lapica del
Hospital General San Juan de Dios, segun los alelos de HLA-DQB1 y HLA-DRBL.

8.2.5 Realizar una comparacion de la caracterizacion genética de los genes HLA-DQB1
y HLA-DRBL1 vy los haplotipos presentes entre los pacientes con NL, pacientes con LES
y controles sanos guatemaltecos.
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9 Hipotesis
Al ser un estudio exploratorio, no se plantea la formulacion de una hipétesis.

10 Materiales y métodos
Delimitacion en tiempo

El proyecto fue realizado entre los meses de febrero a noviembre de 2023. Durante dicho
periodo de tiempo se realiz6 el reclutamiento de pacientes y la recoleccion de informacion
mediante entrevistas y lecturas de consentimientos informados de investigacion. Se realizo la
toma de muestras en aquellos pacientes que dieron su consentimiento para entrar al estudio.
Posteriormente, se llevaron a cabo los analisis genéticos y moleculares (que se iran
realizando conforme se lleve a cabo la recoleccion de la muestra). Finalmente, se realizo la
interpretacion de resultados, el anlisis de datos y la escritura del informe final.

Delimitacion espacial

El reclutamiento de pacientes, la recoleccion de informacién mediante entrevistas y lecturas
de consentimientos informados de investigacion y la toma de muestras, en aquellos pacientes
que dieron su consentimiento para entrar al estudio, se llevd a cabo en las &reas de
reumatologia y nefrologia del Hospital General San Juan de Dios, ubicado en la zona 1 de la
Ciudad de Guatemala. El procesamiento de las muestras para su analisis genético y molecular
se realiz6 en el Laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Hospital General
San Juan de Dios. Por ultimo, el analisis de los datos y la redaccion del informe final fue
realizado en las instalaciones de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San
Carlos de Guatemala.

Enfoque de la investigacion
Cuantitativo.

Meétodo

Se llevo a cabo la recoleccion de muestras sanguineas de pacientes con NL que acudian a
control rutinario de las consultas externas de reumatologia y/o nefrologia del Hospital
General San Juan de Dios. La muestra fue tomada por el médico nefrélogo y colocada en un
tubo de recoleccion de sangre con EDTA. Unicamente se tomaron y analizaron las muestras
de los pacientes que aceptaron participar en el estudio, posterior a la realizacion de una
entrevista a los pacientes, en la que se explicaron todos los términos y condiciones del
estudio. Con un consentimiento informado se obtuvo la autorizacién por escrito para tomar y
utilizar las muestras sanguineas para las pruebas genéticas de genotipificacion de los alelos
de HLA-DQB1 y HLA-DRB1 de estos pacientes. Asi mismo, a los pacientes incluidos al
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estudio, se les realizé una entrevista para recolectar datos demograficos y antecedentes de la
enfermedad.

Para los andlisis genéticos y moleculares, se utiliz6 el método conocido como técnica PCR-
SSO en la plataforma Luminex. Esto se realizé utilizando los termocicladores que se
encuentran en el Laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética del Hospital General
San Juan de Dios y empleando cebadores especificos para los loci de interés. El instrumento
que permite tipificar los alelos de HLA-DQB1 y HLA-DRBJI, es el LabScan 100/200 System
y también se encuentra dentro de las instalaciones de este laboratorio. Los kits necesarios
para el procesamiento de las muestras son dos: Kit LabType™SSo Class Il Locus DQ typing
test — 20 test y Kit LabType™SSo Class II Locus DR typing test — 20 test. Es decir, se deben
realizar dos genotipificaciones a cada muestra, una por cada gen. Estos kits cuentan con los
reactivos para la tipificacion de los locus HLA-DRB1 y HLA-DQBL. Por su parte, la
Facultad de Ciencias Médicas aporto con el analisis de los datos, asi como con la escritura
del informe final. Los investigadores cuentan con capacitaciones para la utilizacion del
LabScan 100/200 System y con conocimientos tedricos y practicos sobre biologia molecular.

El presente proyecto representa una continuacion de proyectos de investigacion pasados y de
una linea de investigacion que involucra a profesionales en las ciencias biomeédicas. Dentro
de los proyectos de investigacion previos destaca el proyecto DIGI B17-2022
“Caracterizacion alélica de los genes HLA-DQB1l y HLA-DRB1 en pacientes con
diagnostico de lupus eritematoso sistémico”, llevado a cabo durante el afio 2022 por nuestro
mismo equipo de investigadores. De tal manera, las muestras de controles sanos y los
pacientes con lupus eritematoso sistémico sin nefritis lipica ya fueron tipificadas, sin
embargo no se han realizado los analisis comparativos pertinentes. Se realizaran los analisis
comparativos y de correlacion que nos permitan establecer la manera en la que los diferentes
alelos de HLA-DRB1 y HLA-DQB1 estan asociados con la NL en pacientes guatemaltecos.
La seleccion de la muestra responde a lo escaso de los casos diagnosticados con NL y a los
elevados costos de las pruebas de tipificacion para HLA, por lo que fueron seleccionados a
conveniencia los 40 participantes que acudieron al &rea de reumatologia y nefrologia que
hayan sido previamente diagnosticados con NL. Se contd con los datos de 50 pacientes
diagnosticados con LES obtenidos del proyecto DIGI B17-2022. Los datos de las personas
sanas incluidas se refieren a donadores de érgano solido, a los cuales se le han realizado
pruebas de laboratorio que permiten descartar algin padecimiento, Todos los pimientacientes
de LES y personas sanas fueron entrevistados para la obtener su consentimiento del uso de
los datos obtenidos en los estudios previos. El trabajo fue presentado ante el comité de ética
de la Universidad de San Carlos de Guatemala obteniendo un aval bioético.

Recoleccion de informacioén

Pacientes que visitaron el area de reumatologia y nefrologia entre los meses de febrero de
2023 a noviembre de 2023 del Hospital General San Juan de Dios y que tuvieron un
diagnostico de NL, fueron incluidos en el estudio. A todos los pacientes que entraron al
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estudio, se les tom6 un consentimiento informado en el que se les explicd los objetivos y
procedimientos necesarios para el estudio y en el cual autorizé participar en la entrevista y 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, fueron 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 el investigador en
el area de nefrologia, Unicamente a los pacientes con diagnéstico de NL. A los pacientes se
les asign6é un codigo de identificacién para mantener el anonimato durante el estudio, la
confidencialidad (es la garantia que proporciona el investigador sobre la no divulgacion de la
informacion personal, sensible) a lo largo del estudio. El estudio fue totalmente voluntario
por lo que los pacientes tuvieron la libertad de retirarse. Durante la entrevista y lectura de
consentimiento informado de investigacion no se realizd ninguna grabacion audiovisual.
Durante la entrevista se tomo una hoja de datos en la que incluyd algunos datos demograficos
y relacionados con el diagnostico de la enfermedad (Apéndice 2).

En condiciones asépticas y haciendo uso de buenas préacticas clinicas, se tomaron 10
mililitros de sangre periférica, empleando una jeringa de extraccion de 10 mililitros. La
sangre extraida fue guardada en un tubo con EDTA para su almacenamiento hasta el
momento de la extraccion de ADN. Seguido a esto, las muestras sanguineas fueron utilizadas
para la extraccion de ADN por medio de extraccion automatizada. A partir del ADN
extraido, se realizé un PCR de punto final, especifico para los loci HLA-DQB1 y HLA-
DRBL1. Para el analisis del perfil de HLA, se empled la técnica conocida como PCR-SSO y
Luminex. Para ello, se desnaturalizan los amplicones y se neutraliza la solucién. Seguido a
esto, se hibridan con sondas de ADN complementarias conjugadas con microesferas que
presentan diferente fluorescencia. El instrumento LabScan 100, perteneciente al Laboratorio
de Inmunogenética del Hospital General San Juan de Dios, permite la identificacion de la
fluorescencia de cada microesfera, luego de ser etiquetadas con un reactivo denominado
estreptavidina- ficoeritrina (SA-PE, por sus siglas en inglés). El instrumento LabScan 100
detectd la intensidad de la fluorescencia, dependiendo de cuéntos 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 analisis genético y molecular fue realizado en el Laboratorio de
Inmunogenética del Hospital General San Juan de Dios con el equipo perteneciente a éste.

Dado que este proyecto propone la continuacion de un estudio realizado anteriormente, los
datos genéticos del control de personas sanas y personas con diagnostico de LES sin NL, ya
se encontraron analizados molecularmente. Esta seccion del estudio fue para obtener los
datos genéticos de los pacientes con diagnostico de NL, lo cual permitié realizar las
comparaciones y correlaciones pertinentes. Es decir, durante este proyecto se procesaron
Gnicamente muestras de pacientes con NL, aunque en los analisis estadisticos y en el trabajo
final se incluyeron los datos de toda la muestra, incluyendo el control de personas sanas.

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
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en futuros estudios. No obstante, a partir del consentimiento informado se solicité la
autorizacion del paciente para el uso de sus resultados y datos en futuras investigaciones.

Universo o poblacion: pacientes con diagndstico de NL en Guatemala.

Muestra: muestra a conveniencia de 40 pacientes con diagndstico de NL que se presentan al
area de reumatologia y nefrologia del Hospital General de Dios.

Criterios de inclusion: pacientes que presenten un diagnéstico de NL, que acepten participar
en el estudio.

Criterios de no inclusion: pacientes que presenten un diagnostico de NL y no acepten
participar en el estudio.

Criterios de seleccion de informantes: profesionales especialistas en el area de reumatologia
y nefrologia del Hospital General San Juan de Dios.

Instituciones: Facultad de Ciencias Médicas, Universidad de San Carlos de Guatemala y el
Laboratorio de Histocompatibilidad e Inmunogenética, Hospital General San Juan de Dios.

Técnicas e instrumentos
Consentimiento informado

A los pacientes diagnosticados con NL que visitaron las areas de reumatologia y nefrologia
del Hospital General San Juan de Dios y que cumplieron con los criterios de inclusion del
estudio, se le explicaron todos los términos y condiciones de su inclusion en la investigacion,
explicando las bases cientificas, éticas y legales 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 a entrar al estudio firmaron una
copia del consentimiento informado y otra copia le fue dada al paciente. La entrevista y toma
de datos fue realizada exclusivamente a los pacientes que accedieron voluntariamente a
participar en la investigacion, el investigador llené una hoja de datos generales obtenidos
durante la entrevista al paciente.

Entrevista

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

Toma de muestra sanguinea

La muestra sanguinea fue tomada por el médico reumatologo. El paciente debio llegar en
ayunas Yy sin haber consumido exceso de grasas el dia anterior. En condiciones asépticas y
haciendo uso de buenas practicas clinicas, se tomaron 5 mililitros de sangre periférica,
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empleando una jeringa de extraccion de 5 mililitros. La sangre extraida fue guardada en un
tubo con EDTA para su almacenamiento hasta el momento de la extraccion de ADN. Las
muestras de los pacientes que fueron analizadas fueron seleccionados de manera aleatoria, de
tal manera que se incluyd a cualquier paciente con diagnostico de NL que aceptd ingresar al
estudio hasta completar con la muestra establecida de 40 pacientes.

Extraccién 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 extraccién 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 extracciéon 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 son: 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 extraccién de
ADN MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I. Para dar inicio a 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 extraccion automatizada, el usuario no debe intervenir en ningin momento
de la extraccion. Al concluir la extraccion automatizada, se obtuvieron 50 ul de ADN eluidos
en las tiras de tubos de eluido. A continuacion, el ADN se pudo emplear para los siguientes
pasos de la genotipificacion.

Preparacion de las muestras y el equipo

Para dar inicio a la tipificacion de HLA se programaron los instrumentos antes de iniciar el
procesamiento de la muestra. En el analizador LABScan TM 100 se programé el
procedimiento de puesta en marcha. Seguido a esto, se establecié un protocolo de incubacion
a 60°C haciendo uso de un termociclador. Simultdneamente, se preparé un bafio de hielo
triturado (afadiendo una pequefia cantidad de agua para permitir que la bandeja de PCR se
pare directamente sobre hielo). Seguidamente, se descongeld el D-Mix y la muestra de ADN.
Para homogeneizar se realiz6 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 altimo paso, antes de iniciar el procesamiento de la muestra, se mezclo a
fondo todo el volumen de buffer de hibridacion y toda la mezcla de microesferas en un tubo
limpio; protegiendolos de la luz.
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Amplificacion y desnaturalizacion

El primer paso correspondié a la preparacion de los reactivos de amplificacion. El
descongelamiento de los reactivos se realiza sobre hielo para mantener su estabilidad. Para
cada reaccion de amplificacion se emplearon 2 pul de ADN extraido por cada muestra. En un
tubo de microcentrifuga se colocaron 4 pl de Primer mix, 13 pl de D-Mix y 1 ul de taq
polimerasa por cada muestra. Los reactivos fueron mezclados gentilmente para
homogeneizar la mezcla. Ademas, se afiadieron 18 pl del master mix a cada pozo en el que se
desee aplicar una muestra de ADN y 2 ul de ADN extraido. Se cubre la bandeja de PCR y se
coloca dentro del termociclador. La amplificacién, inicia 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 repite durante 45 ciclos. Por ultimo, se
llevd a 38°C por 5 segundos y con esto se concluy6 la amplificacion. La bandeja de PCR fue
retirada del termociclador.

Para la desnaturalizacion del ADN, se utilizé una nueva placa de PCR en la que se afiadieron
5 ul de ADN amplificado de cada muestra, sumado a 2.5 ul de buffer de desnaturalizacion.
Se mezcld la placa y el liquido contenido en la placa se torné de color rosado brillante.
Seguido a ello, fue incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos. Como siguiente
paso, se colocaron 5 pl de buffer de neutralizacion en cada pozo, esto se mezcld hasta que se
tornd de color amarillo claro y se coloco en un bafio de hielo.

Hibridacion, lavado y etiquetado

Utilizando la misma placa de PCR del paso anterior, se colocaron 38 ul de mezcla de
hibridacién en cada pozo con ADN amplificado, desnaturalizado y neutralizado. Se cubrié la
bandeja y se realiz6 un vortex. Asi mismo, se colocaron en el termociclador para su
incubacion a 60°C durante 15 minutos. Posteriormente, se afiadieron 100 pl de Wash Buffer,
se cubri6 la placa y se realiz6 una centrifugacion a 1000 gravedades durante 5 minutos. El
sobrenadante fue descartado y se volvio a agregar Wash Buffer, se sometio a 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 ultima centrifugacion, se preparé el 1X SA-PE y se
dejo reposar a temperatura ambiente. 50 pl de SA-PE fueron afiadidos a cada pozo, se tapd y
homogeneiz6. Al mezclar la muestra, se coloco en incubacién a 60°C durante 5 minutos. Al
concluir la incubacion, fueron agregados 100 ul de Wash Buffer a cada pozo. Se realizd una
nueva centrifugacion a 1000 g por 5 minutos y se descartd el sobrenadante. Se afiadio
nuevamente un total de 80 ul de Wash Buffer y se transfiridé a una microplaca que permite
introducir las muestras al instrumento LabScan 100, el cual realiz6 la genotipificacién de los
alelos de HLA que presenta cada muestra.
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Tabla 1
Operacionalizacion de las variables o unidades de analisis

Informe final de proyecto de investigacion. Afio 2023

Objetivos especificos

Variables o unidades
de analisis que seran
consideradas

Forma en que se mediran,
clasificaran o cualificaran

Identificar los alelos
de HLA-DQB1y
HLA-DRB1 que se
presentan en los
pacientes con
diagndstico de NL.

Alelos de HLA-DQB1
y HLA-DRB1 en
pacientes con NL.

Genotipificacion por medio de
PCR-SSO en la plataforma
Luminex. Los resultados obtenidos
son los alelos con una
genotipificacion de alta
resolucion.

Conocer las
frecuencias de los
alelos de HLA-DQB1
y HLA-DRB1 que se
presentan en los
pacientes con
diagnostico de NL.

Frecuencias de los
alelos HLA-DQBLly
HLA-DRBL1 de
pacientes con NL.

Analisis de frecuencias de los
alelos HLA-DQB1 y HLA-DRBL1
de pacientes con NL.

Definir la asociacién
de los alelos de HLA-
DQB1y HLA-DRB1
con la presencia de
NL.

Valor de p que
exprese la asociacion
entre el NL y los
diferentes alelos
HLA-DQB1 y HLA-
DRBL1 de pacientes
con NL, pacientes con
LES y personas sanas.

Prueba exacta de Fisher.

Establecer los
haplotipos de los
pacientes con
diagnostico de nefritis
lupica, segun los

Haplotipos de
pacientes con NL.

Anélisis de frecuencias de los
haplotipos. Analisis de
desequilibrio de ligamiento.
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alelos de HLA-DQB1

y HLA-DRBL.
Realizar una Valor de p que Prueba exacta de Fisher.
comparacion de la | exprese las diferencias
caracterizacion entre los alelos de

genética de los genes | HLA-DQBLly HLA-
HLA-DQB1y HLA- DRB1 presentes en
DRBL1 vy los haplotipos pacientes con NL,
presentes entre los pacientes con LES y
pacientes con NL, personas sanas.
pacientes con LES y
controles sanos
guatemaltecos.

Procesamiento y analisis de la informacion

Los alelos obtenidos fueron analizados con el software Xponent® y el software HLA Fusion
4.1®. Una vez determinado molecularmente el perfil HLA-DQB1 y HLA-DRB1 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 desequilibrio de ligamiento se obtuvieron los haplotipos mas relevantes que se
encuentran asociados a NL.

Para establecer una correlacion entre los diferentes alelos de los genes HLA-DQB1 y HLA-
DRBL1 con la NL se utilizé el test exacto de chi cuadrado con significancia de p = 0.05. Para
este andlisis se utilizd el paquete BIGDAWG del programa RStudio v. 1.4 (RStudio Team,
2015). Para encontrar las diferencias que se presentan en las frecuencias de alelos entre los
grupos de pacientes con NL, pacientes con LES y personas sanas, se utilizé la prueba de chi
cuadrado con significancia de p = 0.05, empleando la misma version del software RStudio.

Para la determinacion de los haplotipos mas asociados con la NL se realiz6 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 NL en
Guatemala.

20



V:

@ USAC

Rl( ENT l-NAI-'\l/\

Universidad de San Car

Coherencia de la propuesta de investigacion

Tabla 2

Coherencia de la propuesta de investigacion

o e Direccion General
de Investigacion

Universidad de San Carlosde Guatemala

“La Usac investiga para el
bienestar de las personas
y el desarrollo sustentable”

Informe final de proyecto de investigacion. Afio 2023

Objetivos especificos

Métodos, técnicas, instrumentos

Resultados

Identificar los alelos de
HLA-DQB1y HLA-
DRB1 que se presentan en
los pacientes con
diagndstico de nefritis
lUpica.

Genoatipificacion de HLA por
medio de PCR-SSO y Luminex.
Empleando LabScan 100, con el
software Xponent® y el software

HLA Fusion 4.1®.

Alelos de HLA-DQB1 y HLA-
DRBL1 en pacientes con NL.

Conocer las frecuencias
de los alelos de HLA-
DQB1y HLA-DRBI1 que
se presentan en los
pacientes con diagnostico
de NL.

Establecer las frecuencias de los
diferentes alelos de HLA-DQB1 y
HLA-DRBL1 en los pacientes con
NL, con el software Arlequin v.
3.5.

Frecuencias de los alelos de HLA-
DQB1y HLA-DRB1 en
pacientes con NL.

Definir la asociacion de
los alelos de HLA-DQB1
y HLA-DRBL1 con el
desarrollo de NL.

Genotipificacion de HLA por
medio de PCR-SSO y Luminex.
Empleando LabScan 100, con el
software Xponent® vy el software

HLA Fusion 4.1®.
Test exacto de Fisher.

Fuerza de asociacion de los alelos
de HLA-DQB1 y HLA-DRB1
con el desarrollo de NL.

Establecer los haplotipos
de los pacientes con
diagnéstico de NL, segln
los alelos de HLA-DQB1

Determinacion de las frecuencias
haplotipicas, equilibrio de Hardy-
Weinberg y desequilibrio de
ligamiento con el software

Frecuencia de haplotipos segin los
alelos HLA-DQB1 y HLA-DRBL1.
Y haplotipos segun los alelos
HLA-DQB1y HLA-DRB1 que

comparacion de la
caracterizacion genética

de los genes HLA-
DQB1yHLA-DRBly
los haplotipos presentes
entre los pacientes con

y HLA-DRBL1. Arlequin v. 3.5. Prueba de presenten desequilibrio de
desequilibrio de ligamiento. ligamiento en pacientes con
diagnéstico de NL.
Realizar una Genotipificacion de HLA por Diferencias estadisticas entre las

medio de PCR-SSO y Luminex.
Empleando LabScan 100, con el
software Xponent® y el software
HLA Fusion 4.1® y prueba de
Prueba exacta de Fisher.

frecuencias de alelos HLA-DQB1
y HLA-DRB1 presentes en
pacientes con NL, LES y personas
sanas.
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NL, pacientes con LES
y controles sanos
guatemaltecos.

11 Aspectos éticos y legales

Este trabajo fue revisado y aprobado por el Comité de bioética en investigacion en Salud de
la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala, dictaminado
el dia 23 de agosto del afio 2022.

12 Resultados y discusion
12.1 Resultados

La tabla 1 muestra los resultados del analisis a nivel de locus. Esto nos permite conocer la
heterogeneidad de los datos de los genes estudiados, dado que se espera cumplir con el
enunciado que implica una alta heterogeneidad en las frecuencias alélicas de los genes
polimorficos. En este caso, ninguno de los locus presentd un valor significativo, demostrando
una baja heterogeneidad en nuestros datos.

Tabla 3

Andlisis a nivel de locus

Locus X df Valor de p Nivel de alfa con correccion de
cuadrado Bonferroni
| DRB1 | 15.626 | 7 | 0.02875 | 0.0167
DQB1 7.9511 4 0.09339 0.0167
DRB1-DQB1 6.5947 5 0.25257 0.0167
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La tabla 2 presenta las frecuencias relativas de cada alelo del gen HLA-DRB1, ademas
muestra los valores de odds ratio para cada uno de ellos y el valor de p para la prueba de
significancia. El alelo DRB1*04 es el méas frecuente tanto entre pacientes como entre
controles. Sumado a ello, se encontrd una gran cantidad de alelos con frecuencias menores a
5, por lo que se encuentran en una categoria denominada “binned” (OR: 0.52, 1C:0.18-1.28,
p=0.191. Se determind que ninguno de los alelos presenta un valor de p significativo después

de la correccién de Bonferroni (alfa de Bonferroni: 0.006).
Tabla 4

Frecuencias alélicas y OR para el gen HLA-DRB1

Alelo DRB1 NL (2n=72) Controles sin NL (2n OR (95%¢CI) P
=384)

| *01 | 0.05556 | 0.07031 | 0.78 (0.19-2.34) | 0.802

*03 0.125 0.04427 3.07 (1.15-7.68) 0.012

*04 0.44444 0.40365 1.18 (0.69-2.02) 0.517

*07 0.01389 0.04427 Binned Binned
| *08 | 0.13889 | 0.08594 | 1.71 (0.72-3.79) | 0.189
| *09 | 0 | 0.01042 | Binned | Binned
| *10 | 0.02778 | 0.01042 | Binned | Binned
| *11 | 0.01389 | 0.04948 | Binned | Binned
| *12 | 0 | 0.01042 | Binned | Binned
| *13 | 0.05556 | 0.10156 | 0.52 (0.13-1.51) | 0.275
| *14 | 0.02778 | 0.09115 | 0.29 (0.03-1.16) | 0.096
| *15 | 0.06944 | 0.05469 | 1.29 (0.37-3.68) | 0.583
| *16 | 0.02778 | 0.02344 | Binned | Binned
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En la tabla 3 encontramos las frecuencias relativas de cada alelo del gen HLA-DQB1, asi
como sus odds ratios y valores de p para la prueba de significancia. En este caso, el alelo
HLA-DQB1*03 fue el mas frecuente en ambos grupos. Sin embargo, las frecuencias fueron
muy similares, por lo que no presentd diferencias significativas. Ninguno de los otros alelos
presentd un valor significativo después de la correccién de Bonferroni (alfa de Bonferroni:
0.01).

Tabla5s

Frecuencias alélicas y OR para el gen HLA-DQB1

Alelo DQB1 NL (2n=72) Controles sin NL (2n OR (95%CI) P
=384)
| *02 | 0.19444 | 0.10677 | 2.02 (0.95-4.07) | 0.047
*03 0.47222 0.57292 0.67 (0.39-1.14) 0.122
*04 0.13889 0.08333 1.77 (0.74-3.93) 0.179
*05 0.09722 0.09375 1.04 (0.37-2.51) 1
| *06 | 0.09722 | 0.14323 | 0.64 (0.24-1.51) | 0.353
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La tabla 4 muestra las frecuencias de los haplotipos DRB1-DQB1, sus odds ratios y valores
de p. Concordando con los resultados de las tablas anteriores, el haplotipo mas frecuente en
ambos grupos es el DRB1*04-DQB1*03. Asi mismo, una gran cantidad de haplotipos
presentaron frecuencias menores a 5, por lo que fueron agrupados en una categoria
denominada ‘“binned” (OR: 1.23, IC: 0.70-2.13, p=0.496). Ninguno de los haplotipos
presentdé valores de p significativos después de la correccion de Bonferroni (alfa de
Bonferroni: 0.008).

Tabla 6

Frecuencias haplotipicas y OR para los genes HLA-DRB1 y DQB1

Haplotipo NL (n=36) Controles sin NL (n OR (95%CiI) P
(DRB1-DQB1) =192)
| *01-*03 | 0 | 0.002 | Binned | Binned
| *01-*05 | 0.056 | 0.065 | 0.85 (0.21-2.56) | 1
| *01-*06 | 0 | 0.002 | Binned | Binned
| *03-*02 | 0.111 | 0.039 | Binned | Binned
| *03-*03 | 0.014 | 0.005 | Binned | Binned
| *04-*02 | 0.083 | 0.021 | Binned | Binned
*04-*03 0.361 0.378 0.93 (0.53-1.62) 0.895
*04-*04 0 0.005 Binned Binned
*07-*02 0 0.036 Binned Binned
*07-*03 0.014 0.005 Binned Binned
| *07-*04 | 0 | 0.003 | Binned | Binned
| *08-*03 | 0 | 0.008 | Binned | Binned
| *08-*04 | 0.139 | 0.076 | 1.97 (0.81-4.42) | 0.104
| *08-*06 | 0 | 0.003 | Binned | Binned
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*09-*02 0 0.005 Binned Binned
| *09-*03 | 0 | 0.005 | Binned | Binned
| *10-*05 | 0.010 | 0.028 | Binned | Binned
| *11-*03 | 0.014 | 0.039 | Binned | Binned
| *11-*06 | 0 | 0.010 | Binned | Binned
| *12-*05 | 0 | 0.005 | Binned | Binned
| *13-*02 | 0 | 0.003 | Binned | Binned
| *13-*03 | 0.014 | 0.026 | Binned | Binned
| *13-*06 | 0.042 | 0.073 | 0.55(0.10-1.87) | 0.448
| *14-*03 | 0.028 | 0.081 | 0.33 (0.04-1.33) | 0.139
| *14-*05 | 0 | 0.005 | Binned | Binned
| *15-*02 | 0 | 0.003 | Binned | Binned
| *15-*03 | 0.014 | 0.003 | Binned | Binned
| *15-*05 | 0 | 0.005 | Binned | Binned
| *15-*06 | 0.056 | 0.044 | Binned | Binned
| *16-*03 | 0.014 | 0.021 | Binned | Binned
| *16-*05 | 0.014 | 0.003 | Binned | Binned

12.2 Discusion de resultados

Para las complicaciones del lupus eritematoso sistémico, como la nefritis lUpica, se
encuentran menormente estudiada las relaciones entre los genes del complejo mayor de
histocompatibilidad y estas enfermedades. Algunos estudios asiaticos, han relacionado el
alelo HLA-DRB1*04 con el desarrollo de SLE y de NL (Selvaraja et al., 2020). Sin embargo,
para el gen HLA-DRB1, no pudimos encontrar una relacion significativa entre este alelo y el
desarrollo de la enfermedad. Esto muy probablemente se explica debido a que es el alelo
mayormente encontrado en poblaciones de nuestra region y no parece ser exclusivo de esta
enfermedad. Ya que, tanto en los pacientes con NL como en los controles sanos, este alelo
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fue el mas frecuente. Agregando, un estudio africano obtuvo que este alelo representa un
alelo protector, presentando un OR de 0.47. Mientras que el alelo DRB1*15 era un alelo de
riesgo (Bhalil et al., 2016). De la misma manera, un estudio realizado en pacientes de origen
turco report6 la importancia de este mismo alelo, mostrandose como el Unico alelo de riesgo
en su poblacion (Gunawan et al., 2018). En nuestra poblacion, este alelo se encontré con una
frecuencia menor de 5, por lo que fue ubicado en la categoria que agrupé a todos los alelos
denominados “raros”. Por ultimo, es importante mencionar que el alelo DRB1*03 presento
un OR mayor de 3 y un valor de p significativo antes de la correccion de Bonferroni, por lo
que podria ser un candidato para ser catalogado como alelo de riesgo. Este alelo ha sido
relacionado con la produccion de ranti-SSA, estos autoanticuerpos se encuentran asociadas
con enfermedades como el LES (Diaz-Gallo et al., 2022).

Adicional, en los alelos del gen HLA-DQBL, se han reportado en paises latinoamericanos
que los alelos DQB1*03, DQB1*04, y DQB1*05 para el desarrollo de SLE y de nefritis
lupica (Cabrera-Calzadilla et al., 2018). Asi mismo, un estudio realizado en India encontro
resultados muy similares, en los que DQB1*03 y DQB1*05 demostraron ser alelos de riesgo
ante el desarrollo de nefritis lupica (Dedhia et al., 2018). Pocos estudios se pueden encontrar
que establezcan la relacion entre los alelos de HLA-DQBL1 vy el desarrollo de nefritis lUpica.
A pesar de los resultados expuestos en la literatura de la relacién entre los alelos DQB1*03,
DQB1*04 y DQB1*05, nuestros resultados no mostraron diferencias significativas entre
estos y el desarrollo de nefritis lapica, en la que el alelo DQB1*03 si fue el més frecuente
entre los pacientes con nefritis IUpica, sin embargo, también fue el méas frecuente entre los
controles sanos, lo que diluy6 el efecto y no mostré un valor significativo. Sumado a esto, un
estudio realizado en Marruecos concluyd que ninguno de los alelos de DQBL1 presentaban
diferencias significativas entre los pacientes y los controles sanos (Bhalil et al., 2016), tal
como lo encontramos en nuestra poblacion.

Por ultimo, encontramos los resultados de la relacion entre los haplotipos y el desarrollo de
nefritis lGpica. Nuestros resultados no mostraron una relacion entre ninguno de los haplotipos
con la enfermedad, mas bien, la mayor parte de los haplotipos presentaban una frecuencia
menor a 5, por lo que fueron categorizados como “raros” y comparados como un mismo
grupo. El haplotipo mas frecuente en nuestra poblacion fue DRB1*04-DQB1*03, lo cual
coincide con los resultados obtenidos por cada uno de los alelos por separados. Ademas de
ello, los resultados de la prueba de significancia no arrojaron ningun resultado e importancia,
ya que ninguno presentd una relacion con NL. En Africa, se encontrdé que el haplotipo
DRB1*15-DQB1*06 tiene relacion con el desarrollo de nefritis lapica (Bhalil et al., 2017).
Pero en nuestra poblacion, este haplotipo se presentd con una frecuencia menor a 5, por lo
que no fue calculado su valor de p individual. Ademas de este estudio, una investigacion
realizada en una poblacion jordana concluy6 que el mismo haplotipo DRB1*15-DQB1*06
era significativamente mas frecuente en los pacientes con NL que en los controles sanos,
pero agregd que ademés, DRB1*03-DQB1*02 también representaba un haplotipo de riesgo
(Khdair et al., 2022).
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Por ultimo, algunos factores que pudieron influir directamente en nuestros resultados. En
especial el tamafio de la muestra, ya que el grupo de pacientes con NL fue un grupo
sumamente pequefio, al ser un grupo de 25 pacientes, la heterogeneidad de los datos fue muy
baja. Dado que una fraccién grande de los pacientes, presentaban alelos similares, como en el
caso de los alelos de DRB1, en los que solamente 3 de los alelos presentan frecuencias
mayores a 5. Dado que la mayor parte de los alelos presentan una frecuencia menor a 5,
fueron agrupados en una misma categoria, lo que no permitié calcular individualmente los
valores de significancia de varios alelos. De haber obtenido una muestra mayor, la diversidad
alélica habria ayudado a determinar la diferencia en las frecuencias entre los pacientes con
nefritis IUpica y controles sanos.
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13 Conclusiones

Dentro de la poblacion estudiada, no se pudo encontrar algin alelo o haplotipo que tuviera
una relacion significativa con la nefritis lipica. Sin embargo, para el gen DRBL, los alelos
mas frecuentes entre pacientes y controles sanos fueron DRB1*04, DRB1*08 y DRB1*14,
aungue ninguno presenté diferencia significativa entre el grupo control y los pacientes con la
enfermedad.

Por su parte, para el gen DQBL, no fue encontrado algun alelo que muestre una relacion
especifica con la enfermedad. Y el alelo més frecuente entre los controles sanos y pacientes
con NL, fue DQB1*03. Dicho esto, resultaba previsible que el haplotipo mas frecuente fuera
DRB1*04-DQB1*03, ya que fueron los dos alelos mas frecuentes en nuestra poblacion.

Por ultimo, pudimos concluir que es de suma importancia el tamafio de la muestra y la
heterogeneidad de los datos, mas aun al utilizar el paquete de R especializado en el analisis
de estudios de casos y controles y su relacion con genes de HLA. Ya que, afecta la manera en
la que agrupa los alelos “raros” en una misma categoria y no es posible determinar las
diferencias entre ambos grupos para todos los alelos.

14 Recomendaciones

Basandonos en los resultados de nuestro estudio sobre la relacion entre los alelos de los
genes HLA-DRB1 y HLA-DQB1 con la nefritis ltpica en Guatemala, recomendamos enfocar
futuras investigaciones en la identificacién de marcadores genéticos adicionales que puedan
influir en la predisposicion a la enfermedad. Ademas, sugerimos la implementacion de
estrategias de tamizaje genético en poblaciones de riesgo para una deteccion temprana de la
nefritis lupica. Este enfoque permitird una intervencion mas precisa y personalizada en
pacientes con predisposicion genética, mejorando asi la gestion clinica y la calidad de vida de
aquellos afectados por esta condicion en la poblaciéon guatemalteca.

Una de las razones de nuestro estudio es la importancia de continuar estudiando
enfermedades autoinmunes en nuestra poblacién, como la nefritis lGpica. La diversidad
genética y los factores ambientales Unicos en esta region pueden influir en la expresién de
genes relacionados con estas patologias. Recomendamos ampliar la investigacion para
comprender mejor las bases genéticas y los desencadenantes ambientales especificos que
contribuyen a la susceptibilidad de enfermedades autoinmunes en Guatemala. Ademas,
abogamos por la sensibilizacion y educacion publica sobre estas condiciones para mejorar el
diagndstico temprano y la gestion eficaz, asi como por la implementacion de programas de
salud que faciliten un acceso equitativo a los recursos necesarios para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes. Esta atencion centrada en la poblacion local promovera una
atencion médica mas precisa y adaptada a las necesidades de la comunidad guatemalteca,
mejorando la calidad de vida y la salud publica en general.
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16 Apéndice
Apéndice 1. Consentimiento informado de investigacion y hoja de toma de datos.

Consentimiento Informado de Investigacion
Caracterizacion alélica de los genes HLA-DQB1 y HLA-DRB1 en pacientes con
diagnostico de nefritis lUpica.

El presente Consentimiento Informado de Investigacidn se dirige a pacientes que acudan a la unidad
de reumatologia y nefrologia del Hospital General San de Dios. ElI Consentimiento Informado de
Investigacion consta de cuatro partes. La primera parte menciona toda la informacion, términos y
condiciones de la investigacion. La segunda parte consiste en un formulario de consentimiento
informado de investigacion en el cual la paciente declara estar enterada de la informacion, términos y
condiciones de la investigacion y proporciona su consentimiento de participacién en la investigacion.
La tercera parte consiste en la revocacion del consentimiento informado de investigacion. La cuarta
parte consiste en un formulario de autorizacion para el uso de los resultados del estudio en futuras
investigaciones.

PARTE I
INFORMACION

El presente proyecto consiste en investigar los alelos de los loci HLA-DQB1 y HLA-DRB1 en
pacientes con diagndstico de nefritis lupica en el Hospital General San Juan de Dios. Es decir, esta
investigacion permitira conocer cuales caracteristicas genéticas presentan los pacientes con
diagnéstico de NL.

Con la lectura del consentimiento informado de investigacion se le dara la informacion y se le invita
a participar en la investigacion. La participacion en el presente estudio es voluntaria y puede dejar de
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participar en cualquier momento. Puede hablar con alguien con quien usted se sienta comodo 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 hdgalo saber para
gue se expligue nuevamente.

La nefritis lGpica (NL) representa una complicacion del lupus eritematoso sistémico (LES). Esta se
desarrolla cuando el sistema inmune ataca erroneamente a los rifiones, provocando su inflamacion. La
inflamacion puede provocar un dafio a la capacidad del sistema renal, impidiendo la eliminacion
adecuada de los desechos de la sangre, afectando a la contencion correcta de liquidos corporales y
provocando una desregulacion de los niveles hormonales para controlar la presion arterial y el
volumen sanguineo.

Si usted acepta participar en este estudio, le solicitaremos que responda a unas preguntas sobre sus
datos, también a que un médico o quimico biélogo tome una muestra sanguinea de aproximadamente
5 mililitros. La muestra serd tomada en el Hospital General San Juan de Dios. Las complicaciones
gue pueden presentarse durante la extraccion sangre pueden ser: hematoma en el sitio de extraccion,
pérdida del conocimiento y mareos. De alguna complicacion grave al momento de la extraccién de la
muestra sanguinea, como la puncion accidental de arteria, infeccién en la zona de puncién, lesiones
nerviosas, entre otras, el estudio correra con todos los gastos necesarios para su recuperacion. La
muestra serd procesada para su genotipificacion. Finalmente, se identificaran los alelos de HLA-
DRB1 y HLA-DQB1. 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 en ninguna circunstancia. La muestra,
resultados y demés datos generados por el proyecto serdn manejados, analizados y resguardados
Unicamente por el equipo de investigadores y solamente ellos tendran acceso a ellos. Los resultados
de esta investigacion ayudaran a conocer las caracteristicas genéticas de la poblacion guatemalteca.
Usted no recibird pago ni debera pagar por los examenes que se le realizan dentro de esta
investigacion. Las normas éticas en investigacion actuales exigen que usted conozca toda la
informacion, términos y condiciones de la investigacién. Si usted esta de acuerdo, y sus dudas han
sido aclaradas, le solicitamos que firme el formulario del consentimiento informado. Los resultados
obtenidos se le serdn compartidos por medio de correo electrénico o nimero telefonico.

PARTE 1l
FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO DE INVESTIGACION

Declaro que he sido informado/a de los términos y condiciones del estudio. Declaro estar de acuerdo
con la toma de muestra y con la recogida de datos clinicos y demograficos. Declaro tener
conocimiento de que mis datos y resultados seran registrados en una base de datos confidencial.
Declaro haber comprendido la informacion recibida, que las preguntas que realicé fueron aclaradas y
gue entiendo que tengo el derecho de retirarme de la investigacién en cualquier momento sin que
afecte de ninguna manera mi cuidado médico. Ante cualquier duda o comentario, comunicarse a
barriosmenendezjuancarlos@gmail.com o camilocc888@gmail.com.

Fecha de ingreso al estudio

Nombre de la participante

36



® e Direccion General “La Usac investiga para el
m de Investigacion bienestar de las personas
' TRICENT l'Nf\RlA Universidad de San Carlosde Guatemala y el desarrollo sustentable

Universidad de San Carios de Guatemals

”

Informe final de proyecto de investigacion. Afio 2023

NUmero de teléfono Correo electrénico

Firma de la
participante -

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

Nombre del testigo

Firma del testigo

Huella dactilar de la participante

Declaracién del médico o investigador que ha informado debidamente a la participante y que se ha
proporcionado una copia del Consentimiento Informado de Investigacion a la participante.

Nombre del médico o investigador

Firma del
Investigador -

Posee biopsia y diagnostico patologicos: Si No

PARTE I1lI
REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO DE INVESTIGACION

Fecha de revocacion de consentimiento

Nombre de la participante

Firma de la
participante -

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

Nombre del testigo

Firma del testigo

Huella dactilar de la participante

PARTE IV ;
AUTORIZACION PARA USO DE RESULTADOS EN FUTURQOS ESTUDIOS
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Fecha de revocacion de consentimiento

Nombre de la participante

Firma de la
participante -

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

Nombre del testigo

Firma del testigo

Huella dactilar de la participante
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Apéndice 2. Hoja de toma de datos de la entrevista

Hoja de Toma de Datos de la Entrevista
Caracterizacion alélica de los genes HLA-DQB1 y HLA-DRBL en pacientes con
diagnostico de nefritis lUpica.

Cadigo de Estudio

Fecha de Ingreso a
Estudio

Nombre Participante

Edad

Etnia

Departamento de
Procedencia

Municipio de Procedencia

NUmero de Teléfono

Correo Electrénico
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17 Vinculacion

El proyecto de investigacion permitira establecer un vinculo directo entre el Laboratorio de
Histocompatibilidad e Inmunogenética del Hospital General San Juan de Dios y la Facultad
de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

18 Estrategia de difusion, divulgacion y proteccién intelectual

Los resultados y hallazgos que se obtendran a partir del desarrollo del presente proyecto de
investigacion seran presentados en forma de un informe final a la Direccion General de
Investigacion (DIGI). Posteriormente, se trabajard en un manuscrito para su publicacion en
una revista indexada (nacional o internacional), de preferencia una revista especializada en
inmunologia. Ademas, los resultados y hallazgos serdn presentados por medio de
conferencias o presentacion de poésters en congresos, simposios, seminarios, entre otras
actividades academicas y cientificas, para su divulgacion.

19 Aporte de la propuesta de investigacion a los Prioridades Nacionales de Desarrollo
(PND) identificando su meta correspondiente:

La presente propuesta de investigacion aporta en los objetivos de desarrollo sostenible en la
seccién de salud y bienestar, especialmente aportando al conjunto de enfermedades
huéerfanas-autoinmunes. El desarrollo del proyecto de investigacién permitira conocer los
alelos de los genes HLA-DQB1 y HLA-DRBL1 en la poblacion guatemalteca con NL. Asi
mismo, se podran conocer sus frecuencias alélicas y los haplotipos. EI conocimiento
generado por medio del desarrollo de esta investigacion sera reportado por primera vez en
Guatemala, representando hallazgos cientificos novedosos y aportando al estudio de las
enfermedades huérfanas-autoinmunes en el pais.
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20 Orden de pago final (incluir inicamente al personal con contrato vigente al 31 de
diciembre de 2023)

Informe final de proyecto de investigacion. Afio 2023

Categoria Registro de | Procede pago
Nombres y apellidos (investigador personal de mes Firma
/auxiliar) (Si / No)
Juan Carlos Barrios Investigador | 20200482

Si AN

Menéndez

21 Declaracion del Coordinador(a) 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

Fecha: 29/02/2024

21 Aval 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
investigacién o Coordinador de investigacion del centro regional universitario), mismo que
ha sido revisado y cumple su ejecucion de acuerdo a lo planificado.
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Vo.Bo. Dr. César Garcia
Director de Investigacion . 3
Facultad de CCMM. USAC. =%
Dt e v
Firma
Fecha: 29/02/2024
22 Visado de la Direcciéon General de Investigacion
Vo.Bo. Hilda Elena Valencia de Abril. PhD.
Coordinador del Programa Universitario de o
Investigacion Interdisciplinaria en Salud PUIIS. Andihy

Firma

Fecha: 29/02/2024

Vo.Bo. Ing. MARN. Julio Rufino Salazar

Coordinador General de Programas Universitarios
de Investigacion

Fecha: 29/02/2024

/Digi2023
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