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Resumen

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es
una enfermedad autoinmune sistémica que
afecta a diferentes 6rganos especialmente al
rifién. Un gran ndmero de estudios genéticos
en diferentes grupos poblacionales han re-
portado asociaciones entre el polimorfismo
en el intrén 16 del gen que codifica la enzi-
ma convertidora de la angiotensina (ECA) con
la susceptibilidad a LES y a sus manifestacio-
nes clinicas en particular a la nefropatia ld-
pica. El presente estudio pretende asociar el
polimorfismo genotipico y alélico insercion/
delecion (I/D) del gen ECA en pacientes boli-
vianos con susceptibilidad a LES y a las mani-
festaciones clinicas que presenta el paciente.
Se incluyeron 87 pacientes ltpicos que cum-
plian con al menos cuatro criterios clinicos de
la Sociedad Americana de Reumatologia y 85
controles sanos. Todos los participantes die-
ron su consentimiento informado para par-
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Abstract

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) a sys-
temic autoimmune disease, affects different
organs, being kidneys the most frequently af-
fected. Many studies in different population
groups have reported associations between
the intron 16 of the gene encoding angioten-
sin converting enzyme (ACE) polymorphism
and SLE susceptibility and its clinical manifes-
tations, in particular lupus nephritis. Associate
genotypic and allelic insertion/deletion (I/D)
of the ACE gene polymorphism in SLE patient’s
susceptibility and the clinical manifestations
were the aims of the present study. 87 lupus
patients who met at least four clinical criteria
of the American Society of Rheumatology and
85 healthy controls where included. All partic-
ipants gave their informed consent to partic-
ipate in the study. Allelic and genotypic ACE
1/1,1/D and D/D polymorphisms were detect-
ed by polymerase chain reaction (PCR). In pa-
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ticipar en el estudio. Se detectaron los poli-
morfismos alélicos y genotipicos ECA1/1,1/D
y D/D mediante la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR). La frecuencia genotipica l/l,
1/D y D/D en los pacientes ltpicos era 47.1,
48.3'y 4.6%; en el grupo control era 68.2,31.8
y 0% respectivamente. En ldpicos la frecuen-
cia alélica era del 71.3 y 28,7%; en controles
84.1y 15.9% para los alelos I y D respectiva-
mente. Se evidenci6 que el alelo insercion y
sus variantes genotipicas I/l e I/D esta siste-
maticamente asociado con riesgo al desarro-
llo de complicaciones clinicas dermatolégi-
cas, osteomusculares o hematoldgicas. En el

tients with SLE, the genotypic frequency of /1,
I/D and D/D were 47.1, 48.3 and 4.6%; and
68.2,31.8 and 0% in control group respective-
ly. Allele frequency in SLE represent: Insertion
71.3%, Deletion 28.7% and Insertion 84.1%,
Deletion 15.9% in control group. Allele and ge-
notypic variants I/l and I/D of the insertion al-
lele were associated systematically with risk to
dermatological, musculoskeletal and hemato-
logic complications. Regarding lupus nephritis
allele insertion is a protective factor. ACE gene
polymorphism here studied has not been as-
sociated to risk or protection with cardiopul-

monary or neurological clinical manifestations.

caso de nefropatia ldpica el alelo insercién
es un factor de proteccién. El polimorfismo
estudiado del gen ECA no mostro asociacién
de riesgo o proteccién con manifestaciones
cardiopulmonares ni neuroldgicas.
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INTRODUCCION

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) en una enfermedad autoinmune sis-
témica, cuyo dafio esta mediado por accién de complejos inmunes, autoan-
ticuerpos y células que deterioran de manera sistematica a cualquier 6rgano
o sistema del organismo (Brito, Suero Abreu, & Mejia, 2003). No se conoce
con exactitud los factores ambientales o genéticos que desencadenan la en-
fermedad o el amplio espectro de las manifestaciones clinicas con las que se
presenta. Estd demostrado que afecta entre el 80% al 90% de los casos a mu-
jeres (Dermatologia, 2006) (Romani, Atencia, Cuadra, & Caelo, 2008) espe-
cialmente en edad reproductiva y que hay una mayor predisposicién de afec-
tacion en poblaciones afro-americanas, siendo los hispanoamericanos con
descendencia amerindia los que padecen formas severas de la enfermedad
(Pons & Alarcon, 2012).

Hace mas de seis afnos los estudios de asociacion genémica extendida
(Genome-Wide Assotiation Studies = GWAS) han asociado mas de cincuen-
ta loci genéticos con la susceptibilidad a lupus y sus manifestaciones clinicas,
especialmente nefropatia ldpica. (Ho, y otros, 2016) Entre los genes predispo-
nentes a LES se involucré al polimorfismo en el intrén 16 del gen codifican-
te de la Enzima Convertidora de la Angiotensina (ECA) (Al-Awadhi, y otros,
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2007). La ECA juega un rol importante en la patogénesis y progresion del LES,
este rol se debe principalmente a que es una metaloproteasa que ademas de
estar implicada en el evento de homeostasis hemodinamica, electrolitica y
contraccion del musculo liso, cataboliza el efecto vasodilatador, proinflama-
torio de la kalicreina, promueve la adhesién monocitaria y adhesién y agrega-
cién plaquetaria (Song & Lee, 2014). Los niveles de ECA estan condicionados
por su polimorfismo, la delecién alélica (D) en el gen ECA condiciona mayo-
res niveles plasmaticos de ECA, la insercion alélica (I) reduce la transcripcién
genética del gen ECA por lo tanto sus niveles plasmaticos se ven reducidos
(Douglas, 2002).

Se han llevado a cabo una gran cantidad de estudios en diferentes gru-
pos poblacionales de todos los continentes que buscaron asociar el genoti-
po vy los alelos de este gen con la susceptibilidad a LES. Los alelos o el genoti-
po asociado a LES varianen funcién a la poblacion estudiada (Hussain, Jaffery,
Sabri, & Hasnain, 2011). En el presente trabajo se reportan los resultados del
estudio de la asociacion genética entre los polimorfismos genéticos y aléli-
cos de la insercion o delecién de un segmento genético Alu (secuencia repe-
titiva en el genoma rica en guaninas y citocinas) en el intrén 16 del gen codi-
ficante de la enzima convertidora de la angiotensina con la susceptibilidad a
LES y con la predisposicién a determinados tipos de manifestaciones clinicas.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio inmunogenético de caso-control (relacion 1:1) en el
que se involucré a 172 personas que fueron derivadas al Laboratorio de His-
tocompatibilidad e Inmunogenética de la Facultad de Ciencias Farmacéuti-
cas y Bioquimicas de la Universidad Mayor de San Andrés. Los pacientes fue-
ron clasificados en un grupo de 85 voluntarios aparentemente sanos con una
edad promedio de 32 anos (rango de edad de 20 a 69 ainos), y 87 pacientes
diagnosticados con LES con edad promedio de 38 anos (rango de edad 12 a
78 anos). De los 87 pacientes ltpicos, 30 padecian nefropatia ltipica confirma-
da por histopatologia. Los pacientes lipicos involucrados presentaban mas
de cuatro criterios de diagnoéstico considerados por la Asociacion Americana
de Reumatologia. Todas las personas involucradas en el estudio firmaron su
consentimiento para participar en el mismo. El estudio conté con el aval del
Comité de Bioética de la UMSA.

Genotipificacion molecular

A partir de 5 mL de sangre venosa tomada con anticoagulante EDTA.3K, se
realiz6 el aislamiento del material genético mediante el protocolo de obten-
cién de ADN optimizado en el laboratorio de Histocompatibilidad e Inmuno-
genética del Instituto SELADIS que se basa en el uso del kit comercial Wizard
Genomic DNA purification (Promega, USA).
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La determinacion de los polimorfismos del gen ECA por el método de
la PCR se realizé en dos fases, en la primera se utilizé la PCR propuesta por
Chiang y cols. (1997), quienes proponen utilizar: cebadores en sentido 5 5-
CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3’, cebador anti-sentido: 5"-AT GTG
GCC ATC ACA TTC GTC AGA-3". (Chiang, y otros, 1997) El producto espe-
rado de la PCR era un fragmento de 490 pb para el alelo insercién (I) y de
190 pb para el alelo delecion (D), en caso de heterocigosis (I/D) se espera-
ban productos de 490 pb y 190 pb. Las concentraciones y voliimenes de los
reactivos para realizar la amplificacion molecular fueron: Tris-HCI 200 mM,
KCI 500 mM, MgCI2 2.0 mM, 0.32 mM de cada desoxi rribonucleétido (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP), 0.5 pM de cada cebador, 0.8 unidades de la enzima Taq
DNA Polimerasa (Promega, USA), siendo el volumen final de reaccién por
cada muestra 20 pL. En todas las amplificaciones se utilizé una concentracién
aproximada de 180 ng de ADN (+/- 50 ng). Las condiciones de PCR fueron:
desnaturalizacidn inicial a 95°C/5 min; 5 ciclos de: 95 °C/1 min, 70°C/1 min y
72°C/1 min; 5 ciclos de: 95° C/1 min, 65°C/1 min y 72°C/1 min; 30 ciclos de:
95°C/1 min, 60°C/1 min y 72°C/1 min; elongacio6n final a 72°C/10 min. Para
confirmar la ausencia del alelo Insercion en todos los individuos con genoti-
po D/D, se utilizé6 un método de PCR confirmatorio propuesto por Lindpaint-
nery col. (2009) en el cual se esperaba un fragmento amplificado de DNA de
335pb que confirmaba la presencia del alelo Insercion (Lindpaintner, y otros,
1995). En este segundo PCR se utilizaron los cebadores: en sentido 5: 5-TGG
GAC CAC AGC GCC CGC CAC TAC-3’, anti-sentido: 5-TCG CCA GCC CTC
CCATGC CCA TAA-3". Las concentraciones y voliimenes de los reactivos fue-
ron las mismas que la primera PCR. Las condiciones de la PCR fueron desna-
turalizacion inicial a 94 °C/3 min; 35 ciclos de 94°C/30 s, 67°C/45 s 'y 72°C/60
s y una elongacion final a 72°C/10 min. Los productos de la PCR fueron visua-
lizados en gel de agarosa al 2.5% con SybrGreen Gold (1:1000) bajo ilumina-
cién de luz ultravioleta. Todas las corridas electroforéticas en geles de agaro-
sa fueron documentadas mediante fotografia (figuras 1y 2).

Para determinar las frecuencias alélicas del polimorfismo de insercion y/o
delecion del intron 16 del gen de la ECA en los pacientes ltpicos o controles
se utilizo el software F-stat version 2.9.3.2 y GENETIX version 4.05. Para de-
terminar la asociacion de los genotipos I/1, I/D y D/D del gen ECA con la sus-
ceptibilidad a LES o nefropatia lipica u otras manifestaciones clinicas se uti-
lizo el test de X2 con correccion de Yates y el Odds ratio para un intervalo de
confianza del 95%.
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Figura 1.

Fotografia de la corrida electroforética de la genotipificacion del polimorfismo I/D del
gen ECA1. En los pozos 1, 2, 35 10 y 11 (izquierda) se observan bandas de 490 pb
indicativo del alelo I. En los pozos 6,7, 8 y 9 se observa bandas de 190 pb indicativo
del alelo D, en estos pozos también se observa bandas a 490 pb en la parte superior
indicativo de una probable presencia del alelo I para lo cual se requeriria de un PCR
confirmatorio. En los pozos 4 y 12 se observa el marcador de peso molecular.

190pb

Figura 2.

Fotografia de la corrida electroforética realizada del PCR confirmatorio para evidenciar
la presencia del alelo insercion. En los pozos 2, 3, 4, 5, 6 y 7 se observa bandas a 335 pb
confirmando la presencia del alelo insercion, n los pozos 1 y 8 se observa el marcador de

peso molecular. El PCR confirmatorio constaté en el 100% de los casos la presencia del

alelo I en las muestras en las que se sospechaba heterocigosis (I/D).

2564 pb

750 pb

150 pb

50 pb

RESULTADOS

Las frecuencias genotipicas del polimorfismo de 1/, I/D y D/D del gen
de la ECA encontrada en la muestra de pacientes ltpicos fue del 47.1, 48.3 y
4.6% respectivamente; en la muestra control fue del 68.2, 31.8 y 0% respecti-
vamente. Se observé también que las diferencias en las muestras estudiadas a
nivel del alelo insercion ya sea en homocigosis o heterocigosis son significa-
tivas (X* > 4.88). Siendo el genotipo I/l el mas frecuente en el grupo control y
el genotipo I/D estuvo presente en mayor frecuencia en LES. Si bien el geno-
tipo D/D no alcanza significancia estadistica, se observa que los pacientes ld-
picos lo portan con mayor frecuencia. (Ver tabla 1).

ccccccccc
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Tabla 1.
Tabla de frecuencias genotipicas del polimorfismo del gen de
la ECA en pacientes con LES versus pacientes sanos.

Polimorfismo Pacientes Controles Chi-cuadrado
genotipico del OR(IC)*

gen ECA (N=87)| % [(N=85)| % X2 (P=a 0.5)

/1 41 | 47.1 | 58 | 68.2 | 0.41(0.22-0.77) 7.84 (P=0.01)

/D 42 | 483 | 27 | 31.8 | 2.00(1.08 -3.73) 4.88 (P=0.03)

D/D 4 4.6 0 0 40.92 (NS) 3.71 (p= 0.05)

I= Inserciéon, D= Delecién; OR(IC)= Odds ratio (intervalo de confianza); NS= no significativo

En la tabla 2 se observa que la frecuencia del alelo “I” es mayor en la po-
blacion de pacientes control que en la de pacientes lipicos. Por otra parte, se
observa una mayor frecuencia del alelo D en el grupo de pacientes con LES
que en el grupo de pacientes control. El calculo de X? lanz6 un valor de 8,18
(p<0.05) indicando que las diferencias entre las muestras analizadas son es-
tadisticamente significativas. El valor del Odds ratio de 0.47 indica que el ale-
lo “1” tiene una tendencia hacia la proteccion a la enfermedad; en el caso del
alelo “D” el Odds ratio indica que las personas que portan este alelo tienen el
doble de predisposicion de padecer LES.

Tabla 2.
Comparacion de frecuencias las alélicas del intrén 16 del gen de la ECA entre la
poblacion de pacientes con LES y la poblacion de pacientes aparentemente sana.

Polimorfismo Pacientes Controles Chi-cuadrado
alélico del gen OR(IC)*
ECA (N=172)| % |[(N=170)| % X2 (P = a 0.5)
Insercién 124 | 71.26 | 143 | 84.12 | 0.47 (0.28-0,9) 8.18 (p<0,001)
Delecién 50 | 28.74| 27 | 15.88| 2.14 (1.26 - 3.61) 8.18 (p=0,004)

I= Insercion, D= Delecion; OR(IC)= Odds ratio (intervalo de confianza)

En la tabla 3, se observa que la presencia de los genotipos I/1, /D son los
que estan asociados de manera estadisticamente significativa como factores
riesgo a manifestaciones clinicas como las dermatolégicas, osteomusculares
y hematolégicas, en ningtin caso se observé que el genotipo D/D sea factor
de riesgo o factor de proteccion a algunas de las complicaciones clinicas eva-
luadas.
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Tabla N°3.
Asociacion del polimorfismo del intron 16 del gen ECA con
manifestaciones clinicas observadas en pacientes lipicos.

Polim orfam o Pasitive Negativo Chicuadrado
M aniestactin | genotpodelgen OR(T ¥
cInta FCA M) % N) % X P=085)
VI 33 44 B8 2 267 | 2868 G55-12560] 3581 P08
Dem atnbgicas )] 34 4533 3 486 1950 75 -68861 3448 p<@ B8
D/ 3 480 2] 813 3121 HS 277 NS
T1 33 44 g8 2 267 | 2868(655-12560 35 81 p<0 gal
0 swom usculares o 32 42 67 5 657 1842 377 2878 26.15 < BE1
D/D 3 488 2] 213 3121 N5) 277 NS,
1 28 26 67 15 2080 145 NS 893 NS
Cardbpum onares VD 14 18 57 23 3067 852 NS 291 NS
0/D 3 480 ] 813 3121 NS 277 NS
¥1 19 2533 16 2133 125 NS 834 NS,
Neurnbgicas D 19 2533 18 2480 187 NS a8 NS
D/D 2 267 1 133 283 NS B34 NS
1 28 3733 7 933 579 233-1435) 16 43 <0 Ba1
Hem aogias D 38 40 88 7 933 648 262 -1681) 18 58 p<@ Bal
D/ 3 4580 ] 813 2121 NS 277 NS
1 15 28 pe 26 34 67 847 @22 -89% 486 p=0.
Nefropati )] 14 1689 28 3218 848 20 -2584) 6.15 =081
D/D 1 115 3 345 B33 NS 182 NS

I= Insercion, D= Delecién; OR(IC)= Odds ratio (intervalo de confianza); NS= no significativo

DISCUSION

Muchos estudios han evidenciado la asociacion entre el polimorfismo aléli-
co y genotipico intr6n 16 del gen ECA con la susceptibilidad a LES y a sus ma-
nifestaciones clinicas. Este es el primer estudio en Bolivia en el campo de la in-
munogenética que trata de establecer estas asociaciones en pacientes ltpicos.

Los resultados del estudio muestran que en pacientes lipicos las frecuen-
cias de los genotipos I/D e D/D son mas altas que en individuos que no pade-
cen LES. Si bien no muestra significancia estadistica, es interesante observar
que el genotipo D/D se encontr6 solamente en pacientes lipicos.

En un estudio similar realizado en poblacion pakistani, Hussain et al., re-
portaron que existe relacion entre la frecuencia del genotipo D/D con la sus-
ceptibilidad a lupus (Hussain, Jaffery, Sabri, & Hasnain, 2011). Similar hallaz-
go fue reportado por Abbas et al el aio 2012 en poblacién egipcia, quienes
argumentaron ademas que los niveles séricos de ECA podrian ser empleados
para monitorear la actividad de la enfermedad (Abbas, Ezzat, Hamdy, & Ga-
mil, 2012). Corroborando estos hallazgos, Lee et al en un meta-analisis reali-
zado el 2013 que agrup6 a 1907 pacientes y 1842 controles concluye que el
genotipo DD esta asociado con LES y que el genotipo I/D tiene una asocia-
cion marginal con LES en europeos (Lee, Choi, Ji, & Song, 2013). Otros estu-
dios en diferentes grupos raciales muestran que no existen asociaciones entre
los polimorfismos I/D del gen ECA con el riesgo a LES, entre ellos se desta-
can los estudios de: Topete-Reyes et al el 2013 en pacientes mexicanos; Kau-
fman et al el 2001 en pacientes estadounidenses; Uhm et al el 2002 en pobla-
cién coreana y finalmente Molad et al el 2008 en pacientes israelies (Topete,
y otros, 2013) (Kaufman, y otros, 2001) (Uhm, y otros, 2002) (Molad, y otros,
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2008). Como se puede apreciar, si bien existen diferencias étnicas en los di-
ferentes grupos poblacionales estudiados, se hace evidencia que los pacien-
tes lupicos se caracterizan por portar en su genotipo el alelo D. Al respecto
se ha demostrado que los individuos homocigotos D/D tienen dos veces mas
actividad de la ECA que los individuos homocigotos I/, se demostré también
que los individuos heterocigotos I/D presentan una actividad intermedia de
la ACE (Hussain & Jaffery, 2013). La poblacion boliviana estudiada presenta
sus propias caracteristicas genotipicas a nivel del polimorfismo del gen ECA,
la cual, es similar a la de las poblaciones asidticas y a la poblacion peruana o
mexicana (Zorrilla, Mimbacas, Gascue, Javiel, & Cardoso, 2006).

Los resultados de la asociaciéon de los polimorfismos genéticos del gen
ECA con las manifestaciones clinicas de los pacientes ltpicos, evidencian que
para todas las manifestaciones clinicas evaluadas el alelo insercién (en homo-
cigosis I/l o heterocigosis 1/D) es el que esta sistematicamente asociado con
riesgo a complicaciones de orden dermatolégico, osteomuscular y hemato-
légico. Si bien no existen reportes de la asociaciéon del polimorfismo ECA
con complicaciones dermatolégicas — osteomusculares, estudios como el de
Moeez et al encontraron correlacién entre el alelo insercion y los problemas
articulares en la artritis reumatoide, afirmaron ademas que los niveles bajos
de ECA en las articulaciones se debe a que el alelo | condicionan a que no se
inactive de manera adecuada la bradikinina (péptido vasodilatador) no se in-
active de manera adecuada, lo cual a su vez favorece la actividad proinflama-
toria a nivel de articulaciones y musculos (Moezz, Igbal, Jhon, & Bhatti, 2013).
En un meta analisis publicado el 2014, Song et al asocia el genotipo DD con
enfermedades de otro tipo como Alzheimer, infarto de miocardio, infarto ce-
rebral, hipertension y vasculitis (Song & Lee, 2014).

En el presente estudio, en el caso particular de la NL se observo que el que
el alelo I confiere un caracter protector a la enfermedad. De manera similar,
Akai et al, asociaron al alelo insercion con proteccion a NL, niveles bajos de
creatinina y proteinuria (Akai, Sato, & lwano, 1999). En contra posicion, Tas-
siulas et al en 1998 reporto la existencia de la asociacion del alelo | con riesgo
de enfermedad renal (Tassiulas, y otros, 1998). En un estudio similar, Parsa et
al el 2002 reportaron que el alelo D es mas frecuente en individuos no cauca-
sicos con nefritis lipica (Parsa, y otros, 2002). Los resultados de otros estudios
a este respecto son discrepantes. El-Shafeey et al el 2005 no encontré asocia-
cién estadisticamente significativa entre el polimorfismo del gen ECA con la
susceptibilidad a NL (El-Shafeey, EI-Shayeb, Othman, & Elfawy, 2005). Hallaz-
go similar fue reportado por PrKacin et al en el 2010 y Topete et al el 2013 en
poblacién mexicana (Prkacin, 2001) (Topete, y otros, 2013).

CONCLUSIONES

En personas bolivianas y pacenas en particular la delecion alélica de un
segmento genético alu en el intron 16 del gen ECA (presencia del alelo D) du-
plica el riesgo a padecer LES, especialmente cuando se porta el genotipo I/D.
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En pacientes ltpicos la presencia del alelo | ya sea en homocigosis (I/1)
o heterocigosis (I/D) implica en el paciente riesgo de desarrollar afecciones
dermatologicas, osteomusculares o hematologicas. En el caso del riesgo a ne-
fropatia ldipica de evidencio que el polimorfismo ECA que el alelo | tiene un
caracter protector.
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