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2. Resumen

Las reacciones adversas a medicamentos (RAM) que generan fenotipos cutaneos severos son
respuestas nocivas de baja incidencia pero con alta tasa de mortalidad. Se considera que mas
del 35 % de individuos formulados presentaran una RAM, pero el reporte en el sistema de
salud serd inferior al 10 %, debido a un inadecuado método de notificacion y pocos
programas de farmacovigilancia efectivos (Ralph E et al, 2000; Thong B et al, 2003).

Las RAM mas comunes son las reacciones de tipo A y las de tipo B; las reacciones de tipo
A se definen con aquellas predecibles y dependientes de la administracion y dosificacion de
un farmaco. Las reacciones de tipo B que son llamadas impredecibles, se encuentran
relacionadas con la respuesta a un agente alérgeno capaz de desencadenar una reaccién de
hipersensibilidad tipo IV con un riesgo importante de mortalidad dado su compromiso
multisistémico (Stephens MDB, 1998; Thong B et al, 2003). En el 2008 Chung, et al
proponen a la granulisina, como una proteina citotoxica especifica en la induccion de la
apoptosis en los queratinocitos en las RAM cutaneas severas Stevens Johnson (SJS) y
Necrolisis Epidérmica Toxica (NET).

En el presente trabajo se realiz6 la aproximacion gendmica de SIS/NET mediante el anélisis
de la region codificante y promotora del gen GNLY. A través de andlisis bioinformaticos se
identificaron sitios de fijacion de factores de transcripcién sobre el promotor del gen. Los
resultados describen variantes de secuencia potencialmente involucradas en el mecanismo
molecular subyacente a la generacion del fenotipo. Este trabajo es el primero realizado en el
pais y busca contribuir a la identificacion de biomarcadores de susceptibilidad al desarrollo

de SJS/NET.
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3. Introduccién

Las reacciones adversas a medicamentos (RAM) son definidas por la organizacion mundial
de la salud (OMS), como aquellas respuestas nocivas e involuntarias secundarias a la
administracion de farmacos usados a dosis profilacticas, diagnosticas o de tratamiento.
Debido a su impacto econémico y social las RAM son consideradas como un problema de

salud publico (Ralph E et al, 2000; Stephens MDB, 1998).

Las RAM se caracterizan por un cuadro clinico variable que se establece generalmente
durante el periodo comprendido entre las primeras 72 horas y 3 semanas posteriores a la
administracion del farmaco. La piel es uno de los 6rganos mas frecuentemente afectado por
las RAM y se estima que hasta un 30 % de eventos medicamentosos adversos se manifiestan
en reacciones cutaneas. A pesar que se han descrito varios fenotipos, los mas severos son el
Sindrome Stevens - Johnson (SJS) y la Necrdlisis Epidérmica Toxica (NET), cuadros de
evolucion rapida caracterizados por el desprendimiento de la epidermis y una reaccion
inmune mediada por linfocitos T citotdéxicos (CTLS), por el sistema de antigenos
leucocitarios humanos (HLA) y por las células natural killer (NK) (Stephens MDB,1998-

Jacoline CJ, et al 2015).

Los mecanismos subyacentes con las RAM cutaneas severas son secundarios a una
interaccion entre el sistema inmunolégico del individuo con el farmaco de una forma
anormal. Sin embargo algunos factores fisioldgicos pueden modificar la respuesta como lo
son la edad, el sexo y las patologias de base que podrian llevar a la poliformulacion (Thong

B, et al 2003).
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La respuesta no deseada a medicamentos esta relacionada con alteraciones en los genes que
codifican proteinas relacionadas con el metabolismo de los farmacos, que afectan las vias
farmacocinéticas y farmacodinamicas normales. Ademas, las variantes en los genes que
codifican las proteinas relacionadas con el sistema inmunoldgico como el sistema HLA,
generan activacion y amplificacién de respuesta alérgica segin la susceptibilidad del

individuo al alérgeno (Ralph E et al, 2000; Lundkvist J et al, 2004).

A través de los estudios en farmacogenética se han identificado variantes de secuencia en el
ADN que influyen en la respuesta interindividual al farmaco. De esta manera se han
relacionado algunos polimorfismos del complejo mayor de histocompatibilidad con la
susceptibilidad a las RAM cuténeas severas. De manera precisa el alelo HLA-B*15:02 y la
administracion de carbamazepina, el alelo HLA-B*58:01 con alopurinol y el alelo HLA-
B*57:01 con el abacavir. En ocasiones, la asociacion alélica y el fenotipo cutaneo se ha
evidenciado para poblaciones de origen étnico especifico, lo cual es una limitante en la
aplicacion de los polimorfismos de HLA-B como biomarcadores de susceptibilidad para

todos los pacientes (Sanchez | et al, 2014; Borda | et al, 1968; Lavan A et al, 2016).

Recientemente los estudios de transcriptomica en pacientes con los fenotipos SJS, SIS/NET
o NET permitié describir a la granulisina como una proteina especifica y relacionada con la
fisiopatologia de la enfermedad (Chung et al. 2008).Los analisis demostraron que la
granulisina estaba sobreexpresada (20 veces mas que lo normal) exclusivamente en la piel de
los individuos con SJS/NET y que era sintetizada por células efectoras como los CTLs y las

células NK, cuya funcion esta relacionada con efectos citotdxicos.

La iniciativa de este trabajo consistio en realizar la identificacion de variantes de secuencia
del ADN en la region promotora y codificante del gen de la granulisina (GNLY) en pacientes
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colombianos afectados por SJS, SJS/INET y NET. La identificacion de variantes
potencialmente deletéreas o que afectan la unién de factores de transcripcion, permitid
aportar nuevo conocimiento en la susceptibilidad para el desarrollo de RAM cutaneas
severas. Esta aproximacion constituye el primer trabajo que se ha realizado con un abordaje
genomico de la granulisina, la cual actualmente es considerada como un indicador de la

activacion del sistema inmunoldgico.

4. Justificacion

Las reacciones adversas a medicamentos (RAM) pueden considerarse como un problema de
salud publica por su alta frecuencia, por la severidad en algunos pacientes y por su potencial
impacto sobre la medicacion. Las RAM, representan un alto costo econémico ya que son
responsables de cerca del 10 % de los ingresos hospitalarios y del escalonamiento de
farmacos de mayor costo y poco disponibles en el mercado. La piel es uno de los érganos
mas frecuentemente afectado por las RAM y en una proporcion de casos las RAM cutaneas
pueden ser extremadamente graves, comprometiendo en ocasiones la vida del paciente. Este
es el caso del Sindrome de Stevens-Johnson (SJS) y la Necrolisis Epidémica Toxica (NET),
dos reacciones adversas cutaneas que involucran la activacion de las células natural Killer
(NK) y los linfocitos T citotdxicos (CTL"s) (Chung W et al, 2012). Los pacientes afectados
de SJS o NET desarrollan un cuadro clinico severo que evoluciona rapidamente y que lleva
al desprendimiento de amplias zonas epidérmicas. Cerca del 65-89 % de los casos,
desarrollan secuelas de la enfermedad que afectan multiples érganos y tejidos (Thong et al,
2013). A pesar de que el SJS y NET son patologias poco frecuentes (la incidencia es cercana
a 2 casos por millon de habitantes por afio) y su alta mortalidad (1 % al 5 % para el SISy

entre el 25 % y el 50 % para la NET) sugiere la necesidad de estudiar potenciales marcadores
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moleculares predictivos. En este sentido en los Gltimos afios se han propuesto, especialmente
en la poblacidn asiatica, algunas asociaciones genéticas entre alelos HLA y la susceptibilidad
de aparicion del SIS/TEN (Chung W et al, 2010). Por el contrario, en otras poblaciones no
se encontrd una relacion estadistica significativa. Desde este contexto, un estudio previo
realizado por el grupo de investigacion del Centro de Genética y Gendmica de la Universidad
del Rosario (CIGGUR) demostré que el alelo HLA-B*1502, no esta asociado con la
enfermedad (datos no publicados), como se ha descrito para otras poblaciones. Por
consiguiente, es importante la identificacion de marcadores moleculares predictivos de los
fenotipos cutaneos secundarios a reacciones adversas (especialmente las mas drasticas como

el SIS/NET).

Recientemente, el estudio del transcriptoma en lesiones de piel de pacientes SJS/TEN
permitio describir a la granulisina como una proteina crucial en la fisiopatologia de la
enfermedad (Chung W et al. 2008). En efecto, se demostrd que esta proteina, sintetizada por
los linfocitos T citotdxicos y las células NK, tiene un efecto citotdxico durante la apoptosis

masiva de los queratinocitos (fase aguda de la enfermedad).

Sin embargo, en el SIS/NET inducido por medicamentos no se han explorado por técnicas
gendémicas potenciales relaciones entre las variantes en la secuencia del ADN de la

granulisina y la susceptibilidad de la enfermedad.

Por consecuente, este estudio se fundamenta en la diseccion genomica de la region
codificante y promotora del gen GNLY para aportar al conocimiento de potenciales
mecanismos desencadenantes del SIS/NET. El impacto de estos resultados en la salud
publica puede ser de gran relevancia, puesto que permitirian sugerir informacion que
conduzca a la descripcion de nuevos marcadores moleculares predictivos de la enfermedad.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Ofrecer a la comunidad medica y cientifica nuevos elementos para la comprension del
mecanismo genético asociado a la susceptibilidad de desarrollar SIS/NET mediante el

analisis de la region promotora y codificante del gen de la granulisina GNLY.

5.2 Objetivos Especificos

o Identificar y analizar mediante secuenciacion por Sanger las variantes en el ADN

localizadas en la region codificante y promotora del gen GNLY.

e Establecer si las variantes de la regidn codificante y promotora de GNLY son causa

potencial de la susceptibilidad a desarrollar SIS/NET.

e Determinar si las variantes de ADN en la region promotora de GNLY alteran sitios de

unidn a factores de transcripcion que potencialmente modifiquen su transactivacion.
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6. Marco Teorico

6.1 Reacciones Adversas a Medicamentos

6.1.1 Definicion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS/WHO), define las reacciones adversas a
medicamentos (RAM) como todo efecto nocivo e indeseable no intencionado que se presenta
en pacientes tras la administracion de farmacos a las dosis profilacticas, diagnosticas,
terapéuticas o para modificar funciones fisiologicas a dosis normalmente utilizadas (Ralph E
et al, 2000; Stephens MDB, 1998). Sin embargo no incluye en su definicion aquellos eventos
relacionados con fallos terapéuticos y sobredosificacion accidental o intencional, excluyendo

asi el error como una fuente de efectos adversos (Ralph E, et al 2000).

La mayoria de los efectos adversos secundarios a la ingesta de un farmaco no son de tipo
alérgico, si no que resultan de las diversas acciones e interacciones farmacoldgicas. Por lo
anterior las caracteristicas de hipersensibilidad son independientes a las acciones propias de
un farmaco, ya que derivan de una respuesta del sistema inmunoldgico anormal (Ralph E et

al, 2000; Stephens MDB, 1998).

Se considera que cualquier compuesto 0 metabolito capaz de actuar como inmundégeno,
puede generar una reaccién alérgica y por consiguiente la activacion de una respuesta inmune

capaz de desencadena en un efecto toxico multisistémico.
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6.1.2 Incidencia

La incidencia de las RAM es de dificil estimacion, sin embargo en la actualidad se cuenta
con programas de farmacovigilancia que han apoyado la identificacion, notificacion y
registro de pacientes, lo que ha permitido alimentar las bases de datos poblacionales con
diversa informacion (Thong B et al, 2003). Aun asi, es plausible que exista un subregistro en
la notificacion de las RAM’s, dado que en los pacientes de atencion ambulatoria la mayoria
no llega a la atencién clinica o no se realiza el reporte espontaneo por el sistema de salud
(Thong B et al, 2003; Jacoline C et al, 2015). En diversos estudios se estima que solo del 6
% al 10 % de todos los casos de RAM se reportan actualmente al sistema de
farmacovigilancia, esta afirmacion refuerza la tesis de la baja notificacion por parte del
profesional de la salud y ratifica la necesidad de mejorar los programas de farmacovigilancia
como estrategia fundamental para la deteccion de las RAM (Lundkvist J et al, 2004; Sdnchez

| etal, 2014).

Pese a las consideraciones anteriores, se ha logrado evaluar el impacto de las RAM en
poblaciones con sistemas de notificacion activos en diferentes areas de atencion clinica. Se
conoce que las RAM a pesar de su baja incidencia son causa de morbimortalidad en los
pacientes, la cual puede ser reducida teniendo en cuenta que mas del 60 % son potencialmente
prevenibles. De esta manera un adecuado conocimiento y notificacion podria disminuir la

incidencia de dichos eventos no deseados (Sanchez | et al, 2014).

Borda et al, describe que aproximadamente el 35 % de los pacientes formulados han
presentado al menos una RAM al administrar el farmaco (Borda | et al, 1968), evento que se
ve reflejado en un aumento significativo de ingresos al servicio de urgencias reportando

incidencias que oscilan entre el 0.5 % al 12.8 % segun la poblacién evaluada (Jacoline C et
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al, 2015; Lavan A et al, 2016; Lavan A et al, 1998; Demoly P et al, 2001). La incidencia
reportada en los pacientes hospitalizados que experimentan una RAM es entre un 5 % a un
10 % de la poblacién internada (Demoly P et al, 2001; Bates W et al, 1993), dadas las
condiciones de susceptibilidad, poliformulacion y patologias asociadas. Estos factores
también se han asociado con la prolongacion de la estancia hospitalaria entre un 9 % a 12 %
segun lo descrito en literatura (Borda I et al, 1968; Lavan A et al, 2016). En el caso de los
pacientes ambulatorios el nimero de estudios es limitado por falta de informacion con
respecto a la epidemiologia de las RAM, sin embargo el estudio de Sarkar U et al, refiere
que corresponde al 0.5 % de las visitas ambulatorias, presentandose el 60 % en la atencion
primaria y solo el 40 % en la atencidn por especialista (Bates WD et al, 1993; Kaushal R, et

al, 2012; Sarkar U et al, 2011).

Se considera que la mayoria de prescripciones se realiza en el ambito ambulatorio por lo que
se espera una incidencia mayor, pero la escases de referencia sobre las RAM se explican por
diversos factores, entre ellos la falta de informacion por parte de los pacientes frente a la
automedicacion, el poco reconocimiento por parte del médico de los sintomas y la pobre
informacién efectiva sobre la formulacion (Sarkar U et al, 2011; Gandhi T et al, 2003;

Gertler S et al, 2016).

La tasa de mortalidad descrita en las RAM en general oscila entre el 0.14 % a 0.5 %, esta
tasa es evaluada en pacientes hospitalizados debido a la facilidad en el seguimiento y
desenlace. A pesar de describirse en la literatura con una baja mortalidad, es claro que en las
RAM cutaneas severas la mortalidad es mayor, esta afirmacién depende de la superficie
corporal total (SCT) afectada, describiéndose hasta en un 50 % la mortalidad cuando el

compromiso es mayor al 30 % SCT. (Jacoline C et al, 2015; Lavan A et al, 1998).
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Aunqgue se conoce la informacién epidemioldgica internacional se debe tener en cuenta que
el perfil de las RAM puede modificarse de una poblacion a otra segun sus caracteristicas
étnicas, socioculturales y genéticas; en nuestro pais se dispone de pocos estudios
epidemiologicos que dificulta tener un dato aproximado, esto ha permitido la introduccion
de la cultura de la farmacovigilancia que en los ultimos afios ha desarrollado el INVIMA en
relacion con la normatividad “La resolucion 1403 de 2007 que establece los lineamientos
bésicos para la farmacovigilancia y asigna responsabilidades creando un programa nacional

(Rojas C et al, 2013; Calderdn C et al, 2011).

En la préctica clinica se han realizado estudios con pacientes de especialidades como
medicina interna o servicios especificos y estudios bajo control activo de notificacion, que
han permitido Ilevarnos una idea del comportamiento de las RAM sin embargo es necesario
mas estudios poblacionales (Rojas C et al, 2013; Calderdn C et al, 2011; Vallejos A et al,

2007).

Los datos epidemioldgicos en una recopilacion de informacion de 10 afios realizado por
Calderon C et al 2011, sugieren que la incidencia de las RAM en pacientes hospitalizados
oscila entre el 1.2 % al 45 % explicando que la gran variabilidad de las cifras podrian verse
influidas por la deteccion, notificacion y el tamafio de la muestra (Rojas C et al, 2013;
Calderon C et al, 2011), con un aumento de la estancia hospitalaria adicional de 15,7 %
(Tribifio G et al 2006). Lo evaluado en pacientes ambulatorios de consulta prioritaria y

consulta general oscila entre el 2.8 % y 6.4 % (Calderdn C et al, 2011).

Por lo anterior se observa que la incidencia de las RAM presenta intervalos muy amplios,
valores que dependen de los factores de la poblacion evaluada, pues se describe una mayor
probabilidad de presentacion con la edad, la polimedicacion, polimorfismos genéticos y
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patologias de base. También se debe tener en cuenta que la estrategia de notificacion de las
RAM espontanea tiene el inconveniente del subregistro, ya que al comparar estudios donde
se aplicd farmacovigilancia activa se detectan mas eventos y puede diferir entre estudios

aplicados a poblaciones similares (Calderon C et al, 2011).

El impacto socioecondmico de las RAM se refleja en el aumento de los costos en su atencion
en salud que aumenta hasta un 20 % el gasto dado por aumento en la estancia hospitalaria,
toma de examenes paraclinicos adicionales, uso de farmacos y otros costos indirectos (Lavan
A et al, 2016; Tribifio G et al, 2006). Una proyeccion de costos en la atencion de las RAM
en el sistema de salud colombiano estimo en el afio 2003 un costo que oscila entre 25
millardos y 75 millardos valores a los que se extrapolo al 2010 con un gasto aproximado de
53 a 160 millardos (Segura O et al, 2003). Lo anterior implica la importancia de prevenir los
eventos adversos que genere un impacto en la reduccion en los costos de atencién médica,
gue segun Segura O et a,1 2003, puede ser hasta de un 60 %. A pesar de este panorama y las
limitaciones actuales en el sistema de salud colombiano, se cuenta con una plataforma en
linea generada por la agencia de farmacovigilancia que permite sacar datos estadisticos,
registro que informa que para el 2016 se recibieron 72.024 eventos adversos, 606 reportes
periddicos 2.559 errores de medicacion, 1818 a fallos terapéuticos y 67.029 a RAM de las

cuales el 35 % eran cuadros severos y el 65 % no serias (INVIMA, 2017).

Se deben plantear estudios de farmacoepidemiologia y reforzar programas de
farmacovigilancia que generen un sistema de notificacidn activo y permita determinar con

mayor certeza la epidemiologia de las RAM.
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6.1.3 Clasificacion de las RAM

Las RAM pueden clasificarse de acuerdo a sus diferentes caracteristicas, como son su grado
de severidad, la relacion de causalidad (causa — efecto) y clinicamente de acuerdo a la dosis,

tiempo de prescripcién y presencia de factores de susceptibilidad (Calderédn C et al, 2011).

Los diferentes sistemas disponibles para su evaluacion se centran en escalas o algoritmos que
permiten clasificarlas. Segun la severidad se basa en el grado de compromiso describiéndolas
como serias y no serias, la evaluacion de causalidad se estima por medio de algoritmos como
los establecidos por Naranjo Cols, OMS (WHO-ART) y MedDRA entre otras y clinicamente
de acuerdo a su mecanismo de generacion relacionado con los mecanismos de toxicidad
directa y las alteraciones en la farmacodinamia y farmacocinética de la molécula (Calderén

Cetal, 2011; Kaufman G, 2016).

La evaluacion clinica es tradicionalmente usada y se caracteriza por congregarse en
diferentes grupos denominados con letras que se caracterizan en relacion con la dosis, el
tiempo de exposicion y la accion farmacoldgica de los farmacos. Los tipos de reacciones
adversas mas comunes son los de tipo A y B y las reacciones menos frecuentes son las de

tipo C, D, E 'y F (Ralph E et al, 2000; Kaufman G, 2016; Ankur R et al, 2013).

6.1.3.1 Reacciones de tipo A

Las reacciones de tipo A son también llamadas “Augmented” o esperadas, su frecuencia se
reporta entre un 85 % al 90 % de todas las RAM. Este grupo se caracteriza porque la respuesta
farmacoldgica esta relacionada con la concentracion del farmaco en el plasma o en los tejidos
lo que aumentaria su efecto, los factores relacionados con esta respuesta son la dosis, el

tiempo de administracion o exposicion y las caracteristicas propias del farmaco. Este tipo de
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reaccion es reversible al realizar la reduccion de la dosis o la suspension del farmaco lo que

favorece una respuesta clinica de menor compromiso sistémico (Kaufman G, 2016; Ankur R

et al, 2013; Pourpak Z et al, 2008; Pichler W 2004; Secretaria Distrital de Salud de Bogot4,

D. C, ed 2013; Riedl A et al, 2003).

Dentro de estas reacciones predecibles consideradas no inmunoldgicas se pueden encontrar:

Efectos colaterales: Son efectos no deseados a dosis normales del farmaco, que se
relacionan directamente con las propiedades de la molécula y su accion
farmacoldgica.

Sobredosis: Es una respuesta tdxica, secundaria al exceso de dosis de un farmaco que
ocurre de forma intencional o no intencional. Por otro lado, la toxicidad también
puede ser debida a la disminucién en la excrecion del farmaco, que lleva al aumento
de su concentracion en plasma y tejidos.

Interacciones farmacoldgicas: La prescripcion de dos o mas farmacos puede generar
una disminucién o un aumento en la respuesta de cada uno de ellos, generando una
respuesta indeseada.

Efectos secundarios: Son los efectos indeseados referidos por el paciente, como una
consecuencia eventual, pero no se relaciona con la accion farmacoldgica del
medicamento.

Toxicidad acumulativa: Se presenta por deposito de farmacos o metabolitos en los

tejidos u 6rganos.

Las causas farmacocinéticas de las reacciones de tipo A, se pueden atribuir a causas genéticas

como polimorfismos 0 mutaciones en las enzimas metabolizadoras o transportadoras que se

relacionan con el metabolismo y la distribucién del farmaco. Ademas, las enfermedades que
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alteran el tejido hepatico o el tejido renal también modifican el metabolismo, la absorcién, la

distribucion y la eliminacion del farmaco o sus metabolitos activos (Ankur R et al, 2013).

Las causas farmacodindmicas de las reacciones tipo A se relacionan con las enfermedades
hepaticas que favorecen la produccién de proteinas como factores de coagulacion que
podrian causar una RAM si se administran anticoagulantes o la alteracion hidroelectrolitica
podria favorecer o potenciar la accién de un farmaco como en el caso de los glucosidos

cardiacos (digitalicos) en los estados de hipopotasemia o hipercalcemia (Ankur R et al, 2013).

6.1.3.2 Reacciones de tipo B

Las reacciones de Tipo B o de hipersensibilidad, son también llamadas impredecibles o
“Bizarre” y se presentan en el 10 % a 15 % de los pacientes con RAM; son menos comunes
que las de tipo A, pero a menudo son mas graves y se asocia con alta mortalidad (Kaufman
G, 2016; Pourpak Z et al, 2008). Este tipo de reacciones son independientes de la dosis y
pueden tener o no un origen inmunoldgico. Este grupo se caracteriza por una respuesta
exacerbada o exagerada a un agente alérgeno o inmunogeno que es tolerado por la mayoria
de pacientes, sin embargo existe un grupo de individuos que exacerban este fenotipo
causando una RAM generalmente de caracteristicas moderadas a severas (Kaufman G, 2016;

Ankur R et al, 2013; Pourpak Z et al, 2008; Pichler W, 2004).

Las causas farmacocinéticas de las reacciones tipo B o bizarras, se presentan tras la alteracion
en la absorcion o distribucion del farmaco, consecuencia del proceso de bioactivacion que
genera cambios conformacionales y especies reactivas que interactian con el sistema

inmunoldgico. Los factores farmacodinamicos en este tipo de respuesta estan asociados con
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la respuesta interindividual a farmacos, que se explica por la susceptibilidad genética de cada

individuo (Ankur R et al, 2013).

Las respuestas de tipo B se consideran inmunologicas y no inmunoldgicas. Las respuestas no
inmunoldgicas e impredecibles como las pseudoalergénicas se caracterizan por activacion de
mastocitos generando una respuesta similar a la hipersensibilidad de tipo I inmunoldgica,
otra respuesta es la idiosincratica que se relaciona con una respuesta aberrante que no se
explica por la accion del farmaco, como se observa en los pacientes con deficiencia de
glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6DP) que desarrollan anemia hemolitica tras la
administracion de ciertos farmacos y las respuestas de intolerancia que se define como un
umbral inferior para la accion del farmaco a dosis normalmente administradas (Riedl A et al,

2003).

Las respuestas inmunolégicas o impredecibles se generan por mecanismos inmunoldgicos
heterogéneos relacionados con el farmaco y se definen en cuatro grupos de reacciones de
hipersensibilidad (I-1V) (Bates W et al, 1993; Kaufman G, 2016). El grupo | es dependiente
de inmunoglobulinas (IgE), el grupo Il se caracteriza por la activacion del complemento, el
grupo III por los complejos proteicos “antigeno — anticuerpo” y el grupo IV por la activacion
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) Tabla 1 (Kaufman G, 2016; Pourpak Z

et al, 2008; Pichler W, 2004).
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Tabla 1.Clasificacion de las reacciones de hipersensibilidad Gell y Coombs, Tomado y modificado (Ried! A et al, 2013)

TIPO MECANISMO INMUNITARIO CLINICA TIEMPO DE LA REACCION
I. Tipo Anafilactico Secrecion de IgE. Urticaria Minutos a horas
Liberacion de aminas Angioedema después de la
vasoactivas. Broncoespasmo exposicion al
Vomito farmaco
Anafilaxia
I1. Tipo Citotéxico Formacion de 1gG e Anemia hemolitica
IgM que se une Citopenias
antigenos de células Eritroblastosis fetal Variable
blanco. Enfermedad de
Activacion de Goodpasture
Complemento.
I11. Inmunocomplejos Activacion de Fiebre
complejos Ag-Ac. Rash 1 a 3 semanas
Liberacion de Artralgias posterior a la

enzimas lisosomales.

Linfadenopatias
Glomerulonefritis

Vasculitis

exposicion del

farmaco

IV. Celular Tardia

Linfocitos T
sensibilizados.
Activacion de MHC

Dermatitis contacto
Rechazo Trasplantes
DRESS — SJS— NET

Granulomas

2 a7 dias posterior a
la exposicion del

farmaco

% MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

En la generacion de las reacciones de hipersensibilidad tipo I, 1l y Il se encuentran
involucrados anticuerpos, mientras que en las reacciones de hipersensibilidad tipo IV la
respuesta no deseada se produce por la interaccion de las células efectoras de linaje T
especificas de antigeno (Riedl A et al, 2013; Baldo B, 2013). Estas reacciones de
hipersensibilidad tipo 1V se subdividen de acuerdo a las células efectoras involucradas y a
las moléculas mediadoras, que actian como causales de reacciones cutaneas leves o severas

que se describen en la Tabla 2 (Riedl A et al, 2013; Baldo B, 2013; Greener M, 2014).
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Tabla 2. Subclasificacion de las reacciones de hipersensibilidad tipo 1V, Tomada y modificada (Bates W et al, 1993)

TIPO Tipo IV a Tipo IV b Tipo IV ¢ Tipo IV d
JReactante Inmune IFty TNF-a
(Células Th1)
Antigeno
Mecanismo
Efector
&0 |55
5 5 ¥
Qé::é}: & S
i ‘- e
N2 K v
Vv v
- ™ S—
Ejemplo de Some RSN 26T CopeS Dermatitis de contacto AGEP
i 'eacm’m e maculopapular y hepatitis Sindrome de
reaccion de u[')b;':‘:"":'za Exantema maculopapular cor} "09 pd | s Beh
" s iti
Hipersensibilidad (Con IVE) eosinofiia bullosa del exantema ehCept

—~
Células Regulatorias-T (T-reg CD4+/CD25* y/o IL-10/TGF-B Células secretantes

Esta subclasificacion tiene en cuenta la produccién de moléculas como citoquinas secretadas
por las células T, la respuesta de citotoxicidad mediada por granzima, perforina, Fas/FasL y
las diferentes células efectoras como monocitos, eosinofilos y neutréfilos que causan

inflamacién y dafio en el tejido (Werner J et al, 2011).

La clasificacion de tipo A y tipo B, son reacciones ampliamente estudiadas dada su
frecuencia, esto permite la evaluacion clinica de los pacientes, que permite realizar una

adecuada tipificacion de sus principales diferencias como se describen en la Tabla 3.
6.1.3.3 Reacciones de tipo C

Las reacciones de tipo C o de tipo crdnico, se consideran como reacciones generadas por
efectos prolongados, secundarios al consumo de farmacos a largo plazo. Clinicamente se

presentan en una gama de efectos graves o leves que logran tener impacto en la salud publica,
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ya sea por toxicidad o diagndsticos de enfermedades crénicas (Greener M, 2014; Werner J
et al, 2011). Estos resultados se presentan por un efecto acumulativo del farmaco,
presentando los eventos adversos de una forma gradual (Kaufman G, 2016; Pourpak Z et al,

2008; Werner J et al, 2011).

Un ejemplo de este tipo de reaccidn, es la presentacion de osteonecrosis de la mandibula tras

el consumo prolongado de bifosfonatos (Kaufman G, 2016; Otero J et al, 2011).

6.1.3.4 Reacciones de tipo D

Las reacciones de tipo D o también llamadas reacciones adversas tardias, son aquellas que se
describen después de finalizar el consumo del farmaco por un tiempo. Su deteccion y
descripcion se dificulta por la falta de seguimiento de algunos pacientes frente a los efectos
toxicos prolongados de algunos farmacos (Kaufman G, 2016; Pourpak Z et al, 2008; Greener

M, 2014; Werner J et al, 2011).

Un ejemplo de este tipo de reaccidn son las citopenias que se pueden presentar con los
tratamientos antitumorales hasta 6 semanas posterior a la finalizacion de su administracion o

los efectos carcinogénicos y teratogénicos de algunos farmacos.

6.1.3.5 Reacciones de tipo E

Las reacciones de tipo E, se presentan cuando el tratamiento es interrumpido de forma
abrupta o repentina causando un efecto rebote. Un ejemplo de este tipo de reaccion es la
suspension de los farmacos tipo ansioliticos como las benzodiacepinas que pueden generar
en el paciente un sindrome de abstinencia entre otros (Pourpak Z et al, 2008; Greener M,

2014).
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6.1.3.6 Reacciones de tipo F

Las reacciones de tipo F, se presentan por agentes diferentes al principio activo o fallos

terapéuticos por un uso inadecuado. Un ejemplo de este tipo de reaccion, es aquellos

pacientes con déficit de lactosa, que cuando se usan medicamentos que contengan lactosa

como excipiente generaran un efecto adverso como la diarrea (Pourpak Z et al, 2008;

Greener M, 2014).

Tabla 3. Caracteristicas generales de las RAM, Tomado y modificado (Ralph E et al, 2000)

TIPO REACCION

A: Relacionada con la dosis

“Esperadas —Augmented”

B: No relacionada con la dosis

“Inesperadas o Bizarras”

C: Relacionado con dosis y tiempo

exposicion “Cronica”

D: Relacionado con el tiempo

“Respuesta tardia”

E: Relacionada con la suspension

F: Relacionado con fallo a la terapia

inexplicable

CARACTERISTICAS

Comun

Relacionado con la accién
farmacoldgica.

Previsible

Baja Mortalidad

Poco comln

No relacionado con accién
farmacolégica

Imprevisible

Alta Mortalidad

Poco comdn
Relacionado con la dosis
acumulada

Poco comdn

Relacionado con la dosis
Ocurre aparentemente tiempo
después de la droga

Poco comun
Ocurre después de la retirada del
farmaco

Com0n
Relacionado con la dosis
Interacciones farmacolgicas
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EJEMPLO

Efecto Toxico: Toxicidad por digoxina
Efecto Secundario: Efecto anticolinérgico
de los antidepresivos triciclicos.
Reacciones de hipersensibilidad
Respuestas Idiosincraticas:

Anemia Hemolitica

Pseudoalergia

Supresion del eje hipotaldamico-pituitario-

adrenal por los corticosteroides

Teratogénesis

Carcinogénesis

Suspensidn de ansioliticos genera sindrome
de abstinencia
Dosis inadecuada de un anticonceptivo

oral, particularmente cuando se usa con

inductores enzimaticos



6.1.4 Mecanismos Inmunoldgicos y Genéticos de las RAM

Los mecanismos asociados a las RAM, se relacionan con eventos celulares y moleculares
que interaccionan para montar una respuesta inmunologica que se manifieste por medio de
un fenotipo particular. La expresion clinica de esta respuesta esta precedida ya sea, por el
proceso de sensibilizacion a farmacos y metabolitos que conlleva a la activacion de células
efectoras o0 a la susceptibilidad genética del individuo que puede modificar rutas metabdlicas
e interacciones proteicas, causales de las respuestas inmunoldgicas amplificadas de forma

anomala (Greener M, 2014; Schyder B et al, 2009).

6.1.4.1 Mecanismos Inmunolégicos de las RAM

Las respuestas inmunoldgicas en las reacciones adversas, son procesos considerados
patoldgicos y se presentan posterior a la interaccion especifica entre un antigeno (Ag) y un
anticuerpo (Ac) con la cooperacion especifica de linfocitos T sensibilizados o una interaccion
inespecifica mediada por células NK asociado a la expresion de moléculas pro apoptéticas

(Greener M, 2014; Schyder B et al, 2009).

6.1.4.1.1 Sensibilizacion a FaArmacos

El proceso de sensibilizacion a los farmacos, implica un estimulo primario, que se presenta
cuando el alérgeno (antigeno) entra en contacto con el sistema inmunolégico, lo que conduce
al reconocimiento y a la expresion clonal de los linfocitos T y B activados. Posteriormente,
se espera la produccion de anticuerpos con caracteristicas especificas de tipo
inmunoglobulinas (Ig) (Greener M, 2014; Schyder B et al, 2009; Landsteiner K et al, 1935).
Este proceso permite el reconocimiento ante una nueva exposicion del farmaco. En cuanto al

riesgo de sensibilizacion y la gravedad clinica de la respuesta no deseada son determinantes
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factores tales como; el estado de activacion inmune del paciente, la dosis del farmaco, la
frecuencia de la administracion, el tiempo de la exposicion y la ruta de interaccion del

alérgeno (farmaco) (Schyder B et al, 2009; Landsteiner K et al, 1935).

El mecanismo secundario a las reacciones de hipersensibilidad al farmaco es explicado por
la presencia de pequefias moléculas generalmente menores a 1 KDa, capaces de activar el
sistema inmunologico por diversos mecanismaos, en este escenario se encuentran los farmacos
0 sus metabolitos activos derivados de la bioactivacion, proceso de biotransformacion que
determina una accién detoxificante o toxica causando dafio celular. Estas moléculas pueden
comportarse como haptenos, pro-haptenos o realizar interacciones farmacologicas directas
con receptores inmunes, accion que ha sido denominada como “el concepto p-i” (Schyder B

et al, 2009).

6.1.4.1.1.1 Concepto Hapteno

Landsteiner y Jacobs en el afio 1935 describieron por primera vez el concepto de hapteno
mediante la identificacion de la relacion directa que se establece entre la reactividad de
alérgenos quimicos y las proteinas sensibilizadas (Landsteiner K et al, 1935). Asi, un hapteno
se define como una molécula quimicamente reactiva que se une de forma covalente a una
proteina, formando un complejo (péptido — farmaco) que es reconocido por las células
presentadoras de antigenos (APC) y el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).
Como consecuencia, se produce la activacion de las células naive circulantes, que al
interaccionar con las células APC favorecen la expansion clonal de las células T efectoras y

de las células T de memoria. (figura 1) (Schyder B et al, 2009; Landsteiner K et al, 1935).
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Figura 1. Mecanismo de hapteno/prohapteno, Tomado y modificado (Schyder B et al, 2009)

Célula

MHC o
APC
Péptido \
. modificado con
Farmaco Eatharn APC

T W T

6.1.4.1.1.2 Concepto Prohapteno

El prohapteno se caracteriza por ser una molécula inerte que debe pasar por un proceso de
bioactivacion para adquirir reactividad y facilitar la formacion del complejo péptido —
farmaco, para asi ser reconocido por las células APC y el MHC (figura 1) (Schyder B et al,

2009).

Dado que las moléculas que forman haptenos o pro-haptenos, son activas sélo si se unen de
manera covalente con las proteinas circulantes, es plausible pensar que este mecanismo es
insuficiente para explicar algunas reacciones de hipersensibilidad donde se revierte la
respuesta inmunogénica ante la suspensién del farmaco (Schyder B et al, 2009). En este
contexto, algunas moléculas tienen la capacidad de trasmitir una sefial a través del
reconocimiento del receptor de linfocitos T (TcR) que se activa de forma auténoma sin
requerir la interaccion con las células APC. Esta via de activacion explica la regresion de los
efectos causados por la reaccion alérgica, luego que el farmaco involucrado es suspendido.
El mecanismo subyacente a este efecto se denomina el concepto “p-i” y serd descrito a

continuacion (Greener M, 2014; Schyder B et al, 2009).
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6.1.4.1.1.3 Concepto “p-i”

El concepto p-i se define como la interaccion farmacoldgica directa de moléculas con
receptores inmunes especificos tipo TcR (figura 2). Este concepto emerge de un estudio in
vitro realizado por Shnyder y colaboradores en 1997, en el que se exponen células T a
farmacos y se fijan las células APC para evitar su reconocimiento, observando que el farmaco
puede ser presentado a las células T independientes del MHC y desencadenar una respuesta

(Schyder B et al, 2009).

Figura 2.Concepto p-i (interaccion farmacolégica de drogas con receptor inmune), Tomado y modificado (Schyder B et al, 2009).

| T memoria |

Q)

Farmaco TCR

Pichler et al 2004, refieren que para poder definir el concepto p-i, los linfocitos T deben tener
ciertas caracteristicas que permitan su reactivacion frente a un inmundgeno. Dentro de las
propiedades mencionadas, las células T deben expresar en su membrana el receptor TcR y
tener un bajo umbral de activacion que permita su estimulacion frente a una sefial no
amplificada (figura 2). Ademas, se debe presentar la interaccion posterior entre el receptor
con moléculas del MHC y células APC (Werner J et al, 2011; Schyder B et al, 2009). Esto
explica el compromiso de la piel como respuesta a la administracion sistémica de farmacos

en las reacciones de hipersensibilidad, ya que hay un gran nimero de linfocitos T de memoria
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y de células dendriticas con capacidad de presentar antigenos asociados al MHC (Schnyder

B et al, 1997).

Un gran porcentaje de los farmacos ejercen sus efectos en diversos tejidos donde llegan a
través de la circulacion. Se debe tener en cuenta que estos farmacos pueden interactuar con
el sistema inmunoldgico adaptativo, donde particularmente los linfocitos T de memoria y
células dendriticas actuan como células centinela, lo que explica la respuesta multisistémica

con mayor compromiso cutaneo en las reacciones adversas (Schnyder B et al, 1997).

En la respuesta inespecifica, no se requiere previa sensibilizacién, ni reconocimiento
(Ag-Ac). Este mecanismo esta mediado por las células NK quien ejerce una funcion efectora
y secretora de moléculas citotdxicas, mediado por interacciones de adhesion celular

(Landsteiner K et al, 1935; Schnyder B et al, 1997).
6.1.4.1.2 Citotoxicidad Mediada por Células

La citotoxicidad mediada por células, juega un papel esencial en la respuesta inmune innata
y especifica induciendo a la muerte de las células diana. De manera fundamental este proceso
de citotoxicidad es mediado por las células T (CTLs) y células Natural Killer (NK) a través
de dos mecanismos (Golstein P et al, 1991). El primero implica la secrecion de granulos
citotoxicos, en una accion dependiente de Calcio (Ca++) y del contacto posterior con la célula
blanco (Golstein P et al, 1991; Peter C, 1993). Estos granulos contienen en su interior
proteinas citotoxicas con capacidad litica capaces de alterar la membrana celular por medio
de la formacion de poros (perforina). Dicho evento favorece la circulacion de otras moléculas
proteoliticas, como granzima A-B y la granulisina, que se caracterizan por desempefar

funciones proapoptoticas (Diaz L et al, 2005; Orrenius S et al, 2011).
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En el segundo mecanismo se produce la interaccion de una proteina de superficie conocida
como Fas (CD95) o proteina apoptotica (Apo-1). Esta proteina, de 36 KDa y de expresion
ubicua pertenece a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) y posee un dominio
citoplasmatico de muerte celular (FADD). La actividad citotoxica se produce por la
interaccion de Fas con su ligando FasL (CD95L), una glicoproteina transmembranal de 40

kDa que pertenece a la familia TNF (Peter C, 1993; Wehrli P et al, 2000; Elmore S, 2007).

6.1.4.1.2.1 Células Natural Killer (NK)

Las células Natural Killer (NK) o también Ilamadas células nulas, se describieron
inicialmente en el afio 1975 (Vivier E et al, 2011), como unos linfocitos grandes granulares
con capacidad natural para inducir directamente la muerte celular sin requerir previa
sensibilizacion (Moretta L et al, 1994). Posteriormente las células NK se definieron como
células citotdxicas efectoras, dada su capacidad productora de citoquinas y proteinas liticas
(Moretta L et al, 1994; Shi F et al, 2011).

Desde su identificacion se ha demostrado que las células NK contribuyen al sistema
inmunoldgico innato, para generar una respuesta de caracteristicas inespecificas que no
confiere inmunidad a largo plazo. Sin embargo, en los Gltimos afios se ha sugerido en la
literatura que las células NK poseen caracteristicas de inmunidad adaptativa, como la

longevidad y la memoria inmune (Sun J et al, 2011).

6.1.4.1.2.1.1 Origen y Diferenciacion de las Células NK

Las células NK, presentan un progenitor comun linfoide con los linfocitos T en la médula
Osea. La diferenciacion especifica en células NK es dependiente de una fina regulacion de

efectores como el inhibidor de union a ADN 2 (ID2) y el factor basico de transcripcion en
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cremallera de leucina (E4BP4) entre otros. Durante el proceso de maduracion en la médula
Osea se requiere la estimulacion de moléculas como la interleuquina 15 (IL-15) y otras
sefiales que conducen a la adquisicion de caracteristicas especificas de las células NK, como
la expresion de moléculas de adhesion, la superficializacion de receptores inhibidores y
activadores que le permiten obtener la competencia funcional de célula efectora para la

inmunovigilancia como se observa en la (figura 3) (Sun J et al, 2011).

Una vez salen de la médula désea a la sangre periférica las células NK han adquirido la
competencia funcional para responder de forma robusta y agil a un evento dafiino, sin
embargo estas células siguen experimentando un mayor grado de diferenciacion y
modificacion funcional que origina cambios fenotipicos y funciones inmunes especificas.
Una de las moléculas involucradas en la citotoxicidad es la estimulacion de 1L18 a nivel
periférico, se considera que aquellas células en reposo que no recibieron estimulacion fueron

defectuosas en la citotoxicidad (Sun J et al, 2011; Raulet D et al, 2006).
Figura 3. Origen y Diferenciacion de células NK y CTL CD8+, Tomado y modificado (Sun J, et al 2011)
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Las células NK se pueden localizar en tejidos linfoides primarios como la médula 6sea y el
timo, también en tejidos linfoides secundarios como los ganglios linféticos, el bazo, la
mucosa gastrica y el tracto respiratorio. Dada su funcion centinela se pueden localizar en
otros tejidos no linfoides (Vivier E et al, 2011; Sun J et al, 2011). En sangre periférica las
células NK se encuentran entre un 2 a 18 % como rango normal con un recambio celular de
aproximadamente cada 2 semanas y un recuento celular menor a los linfocitos (Gismondi A

et al, 2010).

6.1.4.1.2.1.2 Funcién de las Células NK

La funcion principal de las células NK esta determinada por su actividad citotoxica en la
respuesta inmune innata y su capacidad de amplificar la respuesta inmune local (Sun J et al,
2011). Esta célula tiene la capacidad de identificar células anormales que presenten: cambios
en su estructura celular, disminucidn en la expresion de MHC-1, identificacion de anticuerpos
de exposicion a microorganimos o a sustancias xenobioticas. La actividad citotoxica conduce
a un proceso de destruccion por medio de la degranulacion y liberacion de sustancias
proapoptdticas como la granzima, la perforina y la granulisina entre otras (Gismondi A et al,

2010; Vivier E et al, 2008; Yokoyama W et al, 2003).

La activacién de las células NK no requiere la interaccion con el receptor de antigeno TcR,
ya que ellas carecen de estos receptores y esto conduce a una respuesta inespecifica. Su
activacion conlleva al reconocimiento de la célula diana por la ausencia o disminucién de las
moléculas de MHC-I o por el aumento en la expresién de moléculas proinflamatorias en la
superficie celular, que interactian con ligandos asociados a citotoxicidad. Dentro de ellos,

las interlequinas (IL) y de manera mas precisa la IL2 es determinante y favorece la
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proliferacion clonal que conlleva a una respuesta inmunolégica inicial rpida (Gismondi A et

al, 2010; Yokoyama W et al, 2003; Germain R, 2002).

Figura 4. Activacion de la célula NK, Tomado y modificado (Gismondi A et al, 2010)
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Fig. 4 Dentro de las vias antagénicas, se encuentra la expresion de MHC-I en la célula diana que bloquea la activacion de las células NK.
Pero la pérdida o disminucién de MHC-I en superficie y aumento de receptores estimuladores activan la funcion citotdxica de las células
NK.

Ademas de su actividad citotdxica, las células NK cumplen funciones en los procesos de
regulacién celular lo cual se ve favorecido por la capacidad secretora, que permite liberar al
medio celular citoquinas, interferones alfa — gamma y el factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF). Estas proteinas se han involucrado en procesos de
proliferacion, diferenciacion, activacion celular y muerte celular (figura 5) (Vivier E et al,

2008).

Figura 5. Funciones de las células NK, Tomado y modificado (vivier E et al, 2008)
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Fig. 5. Las células NK pueden aumentar la maduracion de células dendriticas, macréfagos y células T como se observa en las flechas rojas, pero también tienen la capacidad de matar células dendriticas
inmaduras, CD4 activadas o macréfagos hiperreactivos flechas moradas. Las células NK también pueden ser estimuladas por células dendriticas y macréfagos maduros como se observa en las flechas
verdes por medio de IL-2 entre otros.
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Es necesario tener en cuenta que las células NK se caracterizan por mecanismos sofisticados
y robustos que controlan el inicio de procesos citoliticos, procesos que se encuentran
regulados de manera estricta por proteinas de membrana que controlan la activacion o
inactivacion de la célula NK, cuando este evento se desregula puede producir dafios en

células vecinas y enfermedad de autoinmunidad (Sun J et al, 2011).
6.1.4.1.2.2 Linfocitos T Citotoxicos (CTLS)

Los linfocitos T citotoxicos (CTLs) hacen parte de la respuesta celular adquirida y se
caracterizan por ser dependientes de antigeno, lo que define la especificidad de la respuesta
inmunoldgica. A diferencia de las células NK su mecanismo de respuesta maximo es
retardado, pero posterior a la respuesta de hipersensibilidad se presenta una memoria
inmunoldgica ante una nueva exposicion. Los linfocitos T citotdxicos o también Ilamados
CD 8+ por la presencia del receptor CD 8 en su membrana, estan encargados de las funciones

efectoras de la inmunidad celular (Germain R, 2002).
6.1.4.1.2.2.1 Origen y Diferenciacion de los CTLs

Los linfocitos T hacen parte de la poblacion leucocitaria, grupo celular responsable de
coordinar la respuesta inmune de forma programada. La designacién de linfocitos T se debe
a que su sitio de maduracion tiene lugar en el timo, tejido conocido como un érgano linfoide
primario. Estas células se caracterizan por la interaccion de receptores de membrana capaces
de reconocer antigenos aglutinados en otras superficies celulares (Germain R, 2002; Lai A,

et al, 2008).

Los linfocitos T presentan un progenitor comun linfoide en la médula 6sea, que necesita la

estimulacion de los factores de transcripcion como NOTCH y RUNX para generar células T
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inmaduras. Para su proceso de maduracion las células T estimuladas migran al timo, lo que
desencadena la expresion del receptor TcR y de algunas proteinas de membrana como CD 4
0 CD 8 (Sun Jetal, 2011).

Una vez en el timo, las células producen IL -7 que favorece la proliferacion del primer
precursor T llamado Pro-T. Esta etapa se caracteriza por el reordenamiento de los genes que
codifican las cadenas  del TcR por medio de recombinacion que esta mediada por V (D) J
recombinasa, pero en esta fase todavia no se expresa ningun receptor en membrana, por lo
que se denominan doblemente negativos (figura 3) (Germain R, 2002; Lai A et al, 2008;
Janeway C et al, 2001).

La siguiente etapa es llamada Pre-T, en la cual, si la recombinacion se ha realizado de forma
satisfactoria y se sintetiza la cadena 3 del receptor TcR, se producira su expresion en la
superficie celular y favorecera la codificacion de la cadena a para finalizar su conformacion.
En caso de no expresar en superficie las cadenas a f3, la célula debe entrar en apoptosis y
aquellas que expresaron el receptor TcR, coexpresan otras proteinas de linaje como CD 3y
proteinas especificas de funcién como CD 4 y CD 8 (Germain R, 2002; Lai A et al, 2008;
Janeway C et al, 2001).

Finalizada la formacion de las proteinas de interaccion en la membrana, se da lugar a la
seleccion positiva 0 negativa. En donde el linfocito T que tiene expuesto en su membrana
diferentes tipos de TcR af, se exhibe a los antigenos que vienen presentados por el MHC.
En caso que el linfocito reconozca la molécula en el timo esta célula sobrevive, si el linfocito
reconocio las moléculas MHC- | perderé el receptor CD 4 y si reconoce las moléculas MHC
— 11 perdera el receptor CD 8. Si el linfocito no es capaz de reconocer un péptido propio, esta
célula entrara en apoptosis dado que podria causar autoinmunidad (Lai A et al, 2008;

Janeway C et al, 2001; Vivier E et al, 2016).
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Una vez maduros los linfocitos T salen del timo a la periferia de forma circulante o en tejidos
linfoides secundarios, en espera de encontrar una célula que le presente un péptido extrafio
capaz de activar y desencadenar una respuesta inmune (Janeway C et al, 2001; Vivier E et
al, 2016).

La mayoria de linfocitos son TcR af, sin embargo, hay una poblacion menos frecuente con
receptor TcR yd o llamados linfocitos T intraepiteliales de mayor actividad en mucosa
intestinal, pero con la misma actividad citotoxica. Ademas, y de manera dependiente a su
funcion, se han descrito subpoblaciones de CTLs tales como: los linfocitos T Killer o
efectores, los linfocitos T helper o ayudadores y los linfocitos T supresores. Aquellos
asociados con las reacciones adversas a medicamentos son los linfocitos T citotoxicos o

efectores CD8+ (Janeway C et al, 2001; Vivier E et al, 2016).

6.1.4.1.2.2.2 Funcién de los CTLs

Los linfocitos T citotoxicos o CD 8 + tienen como funcion reconocer directamente los
antigenos presentados por las células APC, por medio de su receptor TcR acoplado con una
proteina CD 8 que se une a la molécula del MHC-1 y estabiliza la interaccion entre células
APC y CTL/CD8+. Los antigenos que exprese la célula diana deben estar unidos a una
molécula de MHC- I, esta union se presenta a nivel intracelular en el reticulo endoplasmatico
donde posteriormente se externalizaran a la superficie para ser reconocidos por los linfocitos

T CD 8+ (figura 6) (Vivier E et al, 2016; Koretzky G et al, 2010; Kobayashi K et al, 2012).
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Figura 6. Superficializacion de Moléculas MHC | en T CD 8+, Tomado y modificado (Kobayashi K, et al 2012).

-

Esta interaccion célula — célula por medio de receptor especifico, le permite ser reconocido
como uno de los reguladores del sistema inmunoldgico. Cada linfocito T reacciona con un
antigeno especifico, asi como cada anticuerpo actla con un antigeno especifico. Esta funcién
le permite eliminar microorganismos o sustancias reconocidas como exogenas, también
favorecer el estimulo antigénico de los linfocitos T CD8 + virgenes en 6rganos linfoides y
permitir la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de linfocitos T (Sun J et al, 2011;

Koretzky G et al, 2010; Kobayashi K et al, 2012).

En el contexto molecular de las reacciones cutaneas severas adversas a medicamentos, el
farmaco o sus metabolitos activos son reconocidos por las células APC y presentados a las
células T para su reconocimiento y subsecuente generacion de la activacion antigénica. El
primer cambio que se genera en el linfocito T es la activacion del gen C-FOS que codifica la
IL-2 (CD25) que favorece la supervivencia, proliferacion y diferenciacion del linfocito T,
posteriormente el linfocito expresa moléculas de adhesion de tipo lectina transmembranal
(CD 69) que favorecen el anclaje al tejido linfoide. Finalmente el linfocito T cumpliendo su
funcién efectora provoca la destruccion de la célula diana por medio del proceso de
degranulacion donde se presenta la liberacion de sustancias citotoxicas como perforina,

granzimay granulisina entre otras (Janeway C et al, ed 2001).
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Por lo anterior, se conoce que las proteinas granulares citotdxicas juegan un papel importante
en la actividad que ejercen las células NK y CTLs. Estas células utilizan los mismos
mecanismos para destruir la célula diana, pero diferentes vias de activacion. Se debe tener en
cuenta que la intensidad y la calidad de la activacion y respuesta de las células citotdxicas
CD 8+ y de células NK dependen de los microambientes, asi como de las interacciones

celulares (Vivier E et al, 2008; Koretzky G, 2010).

6.1.5 Mecanismos Genéticos de las RAM

La variacion en el genoma humano es una causa importante de la variabilidad en la seguridad
y eficacia de la respuesta farmacoldgica. La causa genética de la variabilidad interindividual
de la respuesta a medicamentos ha sido explorada a través de la farmacogenética y la
farmacogenémica. De manera fundamental los datos han permitido generar para algunos
medicamentos algoritmos de dosificacion basados en la informacion genética de los
pacientes. Por consiguiente se espera obtener una mayor eficacia y seguridad en la
dosificacion farmacoldgica mediante la medicina personalizada (Arribas 1, 2010; Maggo

SDS et al, 2016).

Es claro que los determinantes de la respuesta a farmacos son factores que influyen en el
desempefio de una sustancia en el organismo, como lo son aquellos propios del farmaco
(presentacion, dosis y via de administracion), los adquiridos por el paciente como las
enfermedades hepaticas o renales entre otras y las inherentes al individuo como su material
genético. Asi partiendo de la premisa que la estructura genética del individuo tiene un papel

determinante en la respuesta farmacol6gica a partir de un genotipo (Arribas I, 2010).
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Por lo anterior la busqueda en conocer el impacto causado por las variantes en el genoma en
relacion con la respuesta a farmacos, han generado el uso de técnicas moleculares y
bioinformaticas que han permitido determinar su importancia y uso clinico. Es asi como
historicamente los efectos farmacogenéticos se han observado desde el afio 510 A.C, cuando
Pitagoras noto que la ingestion de habas causaba un cuadro de enfermedad aguda y el deceso
en algunos individuos (Maggo SDS et al, 2016). Veinte siglos después se describieron
algunas asociaciones entre fenotipos y alteraciones proteicas especificamente enzimas
metabolizadoras, uno de los ejemplos es el defecto de la enzima Glucosa 6 Fosfato
Deshidrogenasa que se asocia con la anemia hemolitica tras el uso de primaquina y otros

farmacos (Maggo SDS et al, 2016; Wilke R et al, 2007).

Hallazgos que se han podido determinar con técnicas tradicionales como la clonacion
funcional de genes, utilizando el conocimiento obtenido de proteinas purificadas y el analisis
de genes candidatos asociado al fenotipo y las rutas metabdlicas involucradas del farmaco.
Sin embargo las RAM rara vez se asocian a la accion de un solo gen y la mayoria resultan de
la interaccion de factores genéticos y ambientales. Los primeros estudios genéticos en las
RAM fueron la clonacion e identificacién del gen CYP2D6 una enzima del complejo
enzimatico citocromo P450, que se encuentra implicada en el metabolismo de los esteroides
y otros farmacos y constituye en 1.5 % del total de enzimas citocromo P450 (Cozza K et all,

2001).

En la Gltima década las plataformas de analisis masivo como la secuenciacion de siguiente
generacion (NGS) han permitido la evaluacién de genes de forma simultanea. Uno de los
estudios que permite identificar genes relacionados con rasgos complejos como son las RAM,

son los de asociacién del genoma completo (GWAS) que han permitido identificar
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potenciales genes candidatos (Maggo SDS et al, 2016; Cozza K et al, 2001) y desde su
aplicacion se han descrito mas de 300 genes que contribuyen a enfermedades multifactoriales
(Cozza K et al, 2001). Dentro de las variantes especificas postuladas por estudios de GWAS
asociadas a citotoxicidad y respuestas de hipersensibilidad se encuentran los loci del antigeno
leucocitario (HLA) como el HLA*B15:02, que limita el uso de carbamazepina en pacientes
portadores de este alelo que se ha asociado a la poblacion Han del Noroeste de china

(Motsinger-Reif A et al, 2013; Kathleen M et al, 2016; Génin E et al, 2011).

Recientemente el uso de redes de informacidn, la recopilacion de analisis de estudios GWAS
y los estudios funcionales, han permitido conocer el mecanismo y el metabolismo de los
farmacos, lo que permitio crear el proyecto PharmaGKB (Pharmacogenomics Knowledge
Base) recurso importante como guia en el analisis de la seleccion y dosificacion de farmacos

(Thorn C et al, 2013; http://www.pharmgkb.org/). Actualmente se reconocen 625 genes

asociados a procesos farmacogenéticos, 476 medicamentos con etiqueta de informacion
farmacogenética aprobada por la FDA (Food and Drug Administration), se encuentran 96
guias para dosificacion, 128 Rutas metabdlicas descritas, 64 farmacogenes de particular
relevancia en farmacogenomica, farmacos con anotaciones de variantes descritas 18.680 y

con anotaciones clinicas (fenotipo) 3.384 (Arribas I, 2010; http://www.pharmgkb.org/). Las

pautas de dosificacion de medicamentos son expedidas por el consorcio de implementacion
de farmacogenética clinica (CPIC) y facilita la informacion de genes asociados con baja
eficiencia, intolerancia, toxicidad o reacciones hipersensibilidad para el al clinico tratante

(Arribas I, 2010; Thorn C et al, 2013).
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En este momento la tecnologia puede no ser un factor limitante para comprender los factores
genéticos que influyen en las RAM; pero a menudo se dificulta por la informacion oportuna,

el consentimiento y la recopilacion de los sujetos para evaluar (Maggo SDS et al, 2016).
6.1.5.1 Farmacogenética

La farmacogenética es un area de trabajo de la farmacologia y la genética, que se reconocid
oficialmente hasta el afio 1959 cuando se publicé el término “Farmacogenética’ por el
Aleman Friedrich Vogel, posterior a la observacion de pacientes con porfiria secundario a la
administracion de farmacos (Arribas I, 2010; Scott S, 2011). Uno de los descubrimientos mas
influyentes para la farmacogenética y su utilidad clinica fue la identificacion del citocromo
P450 oxidasa complejo enzimético que controla en un gran porcentaje del metabolismo de

los farmacos (Scott S, 2011).

Este campo relativamente nuevo nos permite abarcar la identificacion de marcadores
bioldgicos especificos que podrian estar asociados a la respuesta interindividual a un farmaco
(Scott S, 2011; Pirmohamed M, 2001). En la respuesta farmacoldgica intervienen enzimas
metabolizadoras, proteinas transportadoras, receptores y dianas terapéuticas, que pueden
presentar variantes genéticas y condicionar la eficacia terapéutica y su toxicidad. La
interaccion de estos factores se evalla en dos escenarios la farmacocinética y la

farmacodinamia (Arribas I, 2010; Phillips K et al, 2001; Drew L, 2016).

6.1.5.1.1 Farmacocinética

La farmacocinética esta relacionada con los procesos de liberacion, absorcién, distribucion,
metabolismo (activacion del pro farmaco) y eliminacion. Eventos que se relacionan con las

reacciones alérgicas de tipo A. Esta rama estudia el curso temporal de la concentracién de
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los farmacos en el organismo, con el fin de evaluar una accion terapéutica o toxica; estas
acciones van a depender de factores externos como la via de administracion, forma
farmacéutica, dosis del farmaco y dosificacion, que pueden llegar a ser modulados por

variantes genéticas (Pirmohamed M, 2001; Patil J, 2015).

Uno de los ejemplos en farmacocinética son las enzimas metabolizadoras de farmacos, en los
que una variante puede modificar funcionalmente la proteina codificada y encontrar pacientes
con fenotipos diferentes en relacion al metabolismo del farmaco encontrando pacientes
metabolizadores lentos, normales, rapidos y ultrarrapidos. Las enzimas del citocromo P450
son una gran familia de enzimas metabolizadoras, la enzima CYP2D6 es una de las mas
caracterizadas por ser una de las principales enzimas catalizadores de drogas de uso
psiquiatrico, neuroldgico y cardiovascular. Sin embargo en la actualidad se consideran otros
polimorfismos asociados a otras enzimas como CYP2D9, CYP2C19, TPMT y VKORC 1

entre otras (Brockmoller J et al, 2008).
6.1.5.1.2 Farmacodinamia

La farmacodinamia esta relacionada con el efecto del farmaco y no con su concentracion,
teniendo en cuenta la interaccién del farmaco con su receptor y la eficiencia farmacoldgica.
Esta rama estudia el mecanismo de accion de los farmacos, los efectos bioquimicos y
fisioldgicos. Asi pretende determinar la interaccion del farmaco a nivel molecular y las
consecuencias de dichas interacciones evaluando afinidad y especificidad (receptor-
farmaco) entre otras caracteristicas. Este tipo de respuesta estd asociado con reacciones
alérgicas tipo B (Drew L, 2016). Un ejemplo en farmacodinamia son las variantes genéticas
en el HLA-B que genera una susceptibilidad hasta de un 50 % de experimentar una reaccién

de hipersensibilidad cutanea severa (Drew L, 2016).
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La identificacion continua de genes relevantes, variantes y fenotipos asociados a la respuesta
al farmaco, se facilitd por el proyecto del genoma humano que permitio obtener datos de las
secuencias de interés, que indirectamente favorecié el inicio del campo de la

farmacogendmica (Patil J, 2015; Brockméller J et al, 2008).

6.1.5.2 Farmacogenomica

La farmacogenomica estudia la relacion entre variantes genéticas y como el organismo
responde a los medicamentos (Arribas I, 2010). Se relaciona con la evaluacion de como los
compuestos quimicos modifican los patrones de expresion de genes en tejidos de interés y su
posible asociacion con caracteristicas del fenotipo (Pirmohamed M, 2001; Phillips K et al
2001; Drew L, 2016). El objetivo de la farmacogendmica es la generacion de nuevos
farmacos con caracteristica de seguridad, potencia, efectividad y costo beneficio para cada
paciente segun sus condiciones gendmicas, asi mejorando los costos en el sistema de salud

(Brockmoller J et al, 2008).

En la actualidad se han asociado factores genéticos de susceptibilidad a las RAM, dentro de
los descritos en la literatura con evidencia son los genes relacionados con el sistema
inmunolégico HLA-B del MHC clase |, que ha permitido identificar poblaciones asociadas
a RAM con la administracion de algunos farmacos y alelos especificos (Brockmoller J et al,

2008).

6.1.5.3 El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)

ElI MHC, es una familia de genes que codifican proteinas de union a membrana
(glicoproteinas) llamados antigenos leucocitarios humanos o antigenos de

histocompatibilidad (HLA). Estas moléculas tienen como funcién el reconocimiento y la
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unién de fragmentos peptidicos denominados antigenos, derivados de patdgenos, farmacos o
alimentos, en la superficie celular para la posterior presentacion a los linfocitos T permitiendo

la activacion del sistema inmune (Goldberg A et al, 2015).

El MHC tiene dos particularidades que dificultan evadir la respuesta inmune, el primero es
que es poligénico, de modo que cada individuo posee un conjunto de moléculas con
diferentes caracteristicas de especificidad a péptidos y la segunda es que es altamente
polimorfico, puesto que cada gen tiene diferentes variantes o alelos que se pueden expresar
de manera codominante. Estas caracteristicas le permiten tener mayor capacidad de
respuesta, con rasgos interindividuales especificos frente a imnundgenos (Goldberg A et al,

2015; Vandiedonck C et al, 2009).

6.1.5.3.1 Caracteristicas Genéticas

En humanos el MHC, es una regién localizada en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3)
que abarca 4Mb y codifica mas de 200 genes. Estos genes estan dispuestos en tres grupos
(clase I, 11 y 1) teniendo en cuenta su funcion inmunolégica y su estructura proteica (Xian
C et al, 2010). En la region mas cercana al centrémero se ubican los genes de clase 1l y en
la regibn mas proxima al telomero se encuentran los genes de clase I, que codifican
glicoproteinas de union a membrana. Entre estas dos regiones se sitdan los genes de clase 11
que codifican proteinas del sistema del complemento, citoquinas y proteinas de choque

térmico como se observa en la (figura 7) (Vandiedonck C et al, 2009; Xian C et al, 2010).
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Figura 7. Localizacion genes HLA, Tomado y modificado (Lai A et al, 2008)
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6.1.5.3.1.1 Genes Clase |

Los genes clase | codifican glicoproteinas de anclaje que se expresan en todas las células
nucleadas, con una menor expresion en los monocitos, hepatocitos y neuronas. Dentro de
esta familia de genes se encuentran dos grupos, los clasicos y los no clasicos. En el primer
grupo se encuentran el HLA-A, HLA-B y HLA-C, que son altamente polimorficos para las
cuales se han descrito mas de 3.000 alelos para cada uno y en el segundo grupo los no clésicos
se encuentran HLA-E, HLA-F, HLA-G y HLA-E que se expresan en tejidos celulares mas
especificos, como la expresion de HLA-G en el citotrofoblasto fetal (Vandiedonck C et al,

2009; Klein J et al, 2000).

Figura 8. Region genes clase |, Tomado y modificado (Klein J et al, 2000)

Regién HLA clase |

MIC-A HLAB  HLA-C HLA-E HLA-A HLA-G  HLAF

En la region codificante de los genes clase I, el exdn 1 codifica el péptido lider, el exén 2 y
el exon 3 codifican los dominios a 1 y a 2, el exon 4 codifica dominio a 3, el exon 5 codifica
la region transmembranal y los exones 6 y 7 la cola citoplasmatica. Los polimorfismos en el
exon 2 y 3 son los responsables de la especificidad de uniédn al péptido, ya que corresponden

al sitio de reconocimiento del antigeno (Sung Y, 2007).

Genes que han relacionado con RAM cutaneas, especificamente los alelos del loci HLA-B.
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6.1.5.3.1.2 Genes Clase 11

Los genes de clase Il codifican proteinas de anclaje a membrana que se expresan en la
superficie de células presentadoras de antigenos como células dendriticas, macrofagos,
células langerhans, células kupffer, linfocitos B y linfocitos T activados. En esta familia
encontramos también dos grupos, las moléculas clasicas HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP y las
no clasicas HLA-DM y HLA-DO. En esta region también se encuentran genes que codifican
moléculas, que participan en el procesamiento del antigeno como TAP y Tapasin (Klein J et

al, 2000; Sung Y, 2007).
Figura 9. Regidn genes clase |1, Tomado y modificado (Klein J et al, 2000)
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6.1.5.3.1.3 Genes Clase 111

Los genes de clase 111, codifican proteinas que desempefian funciones inmunoldgicas como
las interleuquinas, las proteinas de choque térmico y componentes del sistema del

complemento (Klein J et al, 2000; Sung Y, 2007).
Figura 10. Region genes clase I11, Tomado y modificado (Klein J et al, 2000)
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6.1.5.3.2 Productos Proteicos MHC

Los genes que comprenden el MHC, codifican diferentes tipos de proteinas, productos
proteicos transmembranales que se expresan en todas las CTLs y favorecen una respuesta

inmunoldgica especifica.
6.1.5.3.2.1 Moléculas MHC |

Los antigenos de clase | son heterodimeros of3 glicosilados. Su estructura se caracteriza por
una cadena pesada (o) que pesa 45 kDa caracterizada por tener tres dominios o 1, a2 y a 3
de aproximadamente de 90 amino&cidos cada uno. Presenta un dominio transmembranal, un
dominio citoplasmatico y una cadena liviana de unién a una proteina monomorfica (2m)
microglobulina de 12 kDa, que es codificada en el cromosoma 15. Esta proteina cumple la
funcion de estabilizar el plegamiento de la cadena pesada por medio de un enlace no

covalente con los dominios a 1, a 2 y a 3 (figura 11) (Sung Y, 2007; Galindo | et al, 2017).

Figura 11. Estructura Moléculas MHC | — 1, Tomado y modificado (Klein J et al, 2000)
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Los dominios a 1 y o 2 cumplen la funcién de unién al péptido antigénico de
aproximadamente 8 a 10 aminoacidos y union al receptor TCR af. El dominio a 3 se

caracteriza por su alta conservacion ya que facilita el reconocimiento de la molécula CD 8
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de lamembrana de los linfocitos T CD 8+ por medio de su correceptor (Sung Y, 2007;Galindo

| etal, 2017).

La funcion principal de estas moléculas, es el reconocimiento y la presentacion a los
linfocitos T citotoxicos (CD 8+), de péptidos derivados de la degradacion de proteinas
citosélicas para desencadenar y amplificar una respuesta inmunolégica (Sung Y, 2007;

Galindo I et al, 2017).

6.1.5.3.2.2 Moléculas MHC II

La expresion de estas moléculas es mas restringida y se caracterizan por ser constitutivas en
las células APC. La funcion principal de estas moléculas es el reconocimiento de moléculas
extracelulares que se realiza por medio de la fagocitosis de proteinas y los fragmentos
peptidicos que se reconocen uniéndose al HMC clase 11 antes de la superficializacién para la
presentacion a los linfocitos T colaboradores CD 4+ vy linfocitos citotoxicos CD 8+

(Vandiedonck C et al, 2009; Sung Y, 2007; Galindo I et al, 2017).

Esta glicoproteina es un heterodimero formado por una cadena o y una cadena B, se
caracteriza por cuatro dominios. La cadena a consta de dos dominios globularesa 1 y a 2, la
cadena 3 dos dominios B1 y B2 (figura 11). Los dominios superficiales a. 1 y 1 interaccionan
mediante uniones no covalentes con los péptidos antigénicos de 15 a 25 aminoécidos,
derivados de la degradacion intracelular por via endocitica de proteinas exogenas

(Vandiedonck C et al, 2009; Sung Y, 2007; Galindo I et al, 2017).

Debido a que el MHC es altamente polimorfico, en la actualidad se describen un gran nimero
de alelos HLA clésicos y no clasicos, esto llevo a la introduccién de una nueva clasificacion

en el 2010 Figura 13, permitiendo la tipificacion y caracterizacion con una numeracion
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infinita, determinada por el comité de nomenclatura para los factores del sistema HLA

constituida por la OMS/WHO (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla).

Figura 12. Clasificacion HLA, Tomado y modificado (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla)
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Esta clasificacion permite almacenar sistematicamente, el gran nimero de variantes en la
secuencia de DNA de los alelos HLA, generando diferentes frecuencias a nivel poblacional
que han permitido identificar la asociacién de algunos alelos con enfermedades y en este caso

con la administracion de farmacos (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla).

Por lo anterior se entiende que las reacciones adversas a medicamentos es la respuesta final
de la interaccién de diversos sistemas bioldgicos quienes segin activacion, expresion y

participacién manifiestan un patrén clinico caracteristico.
Figura 13. RAM, Interaccion de Sistemas Bioldgicos, Tomado y modificado (Werner J et al, 2011)
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6.1.5.3.3 Asociacion MHC y las Respuestas de Hipersensibilidad

En las reacciones de hipersensibilidad a farmacos, las moléculas del MHC clase | y clase II,
juegan un papel importante en la activacion de la respuesta inmune, especificamente la region
mas polimdrfica del HLA, identificada como el locus HLA-B que se ha relacionado con

reacciones cutaneas severas (Vandiedonck C et al, 2009; Galindo | et al, 2017).

En la literatura los sindromes de hipersensibilidad a farmacos asociados a HLA, se reportan
desde los 80°s, donde se describen reacciones retardadas cutaneas a las aminopenicilinas y
reacciones cutaneas al alopurinol en poblaciones al sur de china. En los afios 90°s, se realiza
la clasificacion y datos epidemioldgicos de las reacciones adversas cutaneas graves (SCAR),
y se observo una asociacion del HLA-DRB1*1501 con la administracién de amoxacilina-

clavulanato (Sung Y, 2007; Galindo I et al, 2017).

Los alelos del HLA clase I, como el HLA-B*57:01, HLA-B*15:02 y HLA-B* 58:01 entre
otros, se han relacionado con la susceptibilidad de presentar reacciones cutaneas severas tipo
Sindrome Stevens Johnson (SJS) y Necrolisis Epidérmica Toxica (NET) tras la

administracion de algunos farmacos (Thomson G, 1991; Daly A, 2013; Li L et al, 2013).

En el afio 2002 se describe la relacion entre la administracion de inhibidor de la transcriptasa
inversa “abacavir”, con el alelo HLA-B*57:01, asociacion descrita en poblacion caucésica,
encontrando que entre el 5% y el 8% de los pacientes tratados presentaban una
hipersensibilidad inducida. En la poblacion africana y japonesa no se encontr6 una frecuencia

tan alta (Daly A, 2013; Zhong J et al, 2011).

La asociacion entre HLA-B*15:02 y fenotipo SJS/ NET, se describe en el 2004 por Chung,

en poblacion chinos Han de Asia oriental tras recibir un anticonvulsivante aromatico
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“carbamazepina” (Li L et al, 2013). La frecuencia mas alta observada de este alelo fue en
poblacion del sudeste asiatico que en las poblaciones japonesas y caucasicas donde no se
observd la asociacion con el alelo HLA-B*15:02 y SJS/NET inducido por farmacos

(Thomson G, 1991; Ronaldson K et al, 2009).

Las RAM inducidas por inhibidores de la xantino oxidasa “alopurinol” se asocié con la
presencia del alelo HLA-B*58:01 en poblacion de chinos Han, poblacion caucasica y
japoneses, con diferentes frecuencias alélicas segun la etnia. Este hallazgo podria enmarcar
al alelo HLA-B*58:01 como un posible biomarcador (Faviel F et al, 2011; Sanchez et al,

2014).

A pesar de que estos estudios visualizan los alelos del HLA-B, como posibles biomarcadores,
la extension de la asociacion del genotipo con la fuerte relacién a la administracion de
farmacos y el fenotipo SJS y NET no es concluyente y evidencia diferentes frecuencias
alélicas a nivel poblacional para diferentes farmacos desencadenantes (Daly A, 2013;

Masahiro T et al, 2010; Pavlos R et al, 2012).

En el afio 2011 se realiz6 un GWAS con el fin de identificar variantes asociadas a RAM
cutaneas severas, donde se evaluaron 424 pacientes europeos con fenotipo SJS, SIS/INET y
NET, secundarias a la administracion de carbamazepina, fenitoina o alopurinol farmacos
previamente descritos y 1881 individuos no relacionados y sanos denominados controles. En
este estudio se confirma la participacion de variantes genéticas localizadas en la region HLA
y fenotipo inicial, especialmente en asociacion con alopurinol en poblacion europea (Génin

E etal, 2011).
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Lo expuesto anteriormente, deja claro la asociacion entre las reacciones de hipersensibilidad
tipo A o B, con el MHC tipo | y tipo Il. Sin embrago su participacién no es unica, estos
escenarios son el resultado de la interaccion de diferentes moléculas y células del sistema
Inmunitario quienes favorecen una respuesta autoinmune, donde la sumatoria de sus

alteraciones llevaran posiblemente a un fenotipo més severo (Pavlos R et al, 2012).

6.1.6 Fenotipo de las RAM cuténeas

La piel, es considerada uno de los tejidos de mayor extension y es el principal 6rgano
comprometido en las RAM. Actlla como una barrera fisica y mecéanica con funcion protectora
contra agentes externos. Una de sus principales caracteristicas es su actividad bioquimica
caracterizada por una actividad metabdlica facilitada por isoenzimas de la familia CYP450,
enzimas activas para el metabolismo de farmacos y otras moléculas (Rivera C et al, 2008;
Hans F et al, 2009). La capacidad metabdlica de un tejido se encuentra ligada al nimero y
tipo de enzimas responsables de la bioactivacion, proceso que genera la posibilidad de que
se formen sustancias reactivas intermedias capaces de activar a las células APC y
desencadenar una respuesta inmunoldgica mediada por linfocitos T citotdxicos (Rivera C et

al, 2008; Hans F et al, 2009).

Por lo tanto, la piel debe ser evaluada como un 6rgano complejo, dindmico y con funciones
inmunoldgicas, caracteristicas descritas desde el afio 1970 por Fichlelius quien lo describe
como “Organo Linfoide” (Rivera C et al, 2008). Esta particularidad es el resultado de
diferentes patrones morfologicos en su estructura, caracteristica que le confiere la capacidad
de responder a varios estimulos, lo que dificulta que en la clinica sea evidente la

identificacion del mecanismo causal involucrado (Hans F et al, 2009; Joseph Y et al, 2007).
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La principal célula en la piel es el queratinocito, un 90 % de ellos se encuentran en la
epidermis. Estas células cumplen una funcién metabodlica con capacidad de absorcion,
biotransformacion y transporte, caracteristicas dadas por las diferentes isoformas de la
enzima CYP450, que se encuentran ancladas a la membrana del reticulo endoplasmico
CYP1A1, CYP1B1, CYP2B6 y CYP3AS5 son enzimas exclusivas de la piel (Hans F et al,

2009; Rendic S et al, 1997).

Dentro de las RAM dermatoldgicas se presentan diferentes espectros clinicos e
histopatolégicos, los cuales se desencadenan de forma temprana o tardia posterior a la ingesta
al farmaco (Park B et al, 2001). Por lo anterior se han descrito diferentes fenotipos clinicos
como hipersensibilidad inducida por farmacos (DIHS), exantema maculo papular (EMCP) y
sindrome de sensibilidad a drogas con eosinofilia y sintomas sistémicos (DRESS), estas
reacciones no deseadas son reversibles y de facil manejo clinico. Otro grupo de las RAM son
las potencialmente letales por consiguientes se consideran respuestas no deseadas graves, en
esta categoria se han descrito SJS, el sobrelapamiento del fenotipo SIS/NET y NET (Torre

Cetal, 2013; Roujeau J et al, 1994).

Figura 14. Espectro Fenotipico de las RAM cuténeas.

SIS/NET
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Como se ha mencionado existen factores particulares que aumentan el riesgo de
susceptibilidad a las reacciones adversas como los, genotipos acetiladores lentos, la
inmunosupresion y la poliformulacion entre otros, para desarrollar una RAM cutanea (Park

B et al, 2001).

6.1.6.1 Sindrome Stevens Johson y Necrolisis Epidérmica Toxica (SJS/NET)

El SJS y NET son enfermedades mucocutaneas poco frecuentes pero potencialmente
mortales, que predominan como reacciones adversas a medicamentos (Roujeau J et al, 1995).
El termino Stevens Johnson se describe en el afio 1922 por dos pediatras estadounidenses
“Stevens y Johson” quienes realizan una descripcion fenotipica de la entidad, posteriormente
en 1956 se introduce el termino Necrdlisis Epidérmica Toxica por Lilley, que describe un
trastorno clinico relacionado con la destruccion extensa de la epidermis (Roujeau J, 2013).
Sin embargo en la actualidad estos dos trastornos SJS/ NET son considerados realmente un
espectro clinico que varia en la extension y la severidad del compromiso epidérmico, pero

tienen una patologia y etiologia comun (Sung Y, 2007).

Las tasas de incidencia del SIS/ NET oscilan entre el 1.4 a 12.7 % de casos por millén por
afio (Stern R et al, 2017; Frey N et al, 2017). Intervalo obtenido de diferentes estudios, uno
de ellos un estudio trasversal de SIS/NET entre el afio 2009 a 2012 en norte américa que
observo 12,7 de casos por millén por afio en adultos que es el mas alto hasta le fecha
reportado (Frey N etal, 2017; Hsu D et al, 2016), otro estudio en corea calculo una incidencia
de 5,9 casos por millon por afio estudio realizado entre el afio 2010 a 2013 (Frey N et al,
2017; Yang M-S et al, 2016). En Europa un estudio observacional planteado entre el afio 1995

a 2013 reportd 5,76 de casos por millon por afio, que es mas bajo que en norte américa (Frey
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N, et al 2017). Esta discrepancia puede suponerse es debido a un mayor consumo de farmacos

en relacion con otros paises y una mayor poblacién afro descendiente y asiética.

Todos estos datos se logran por las grandes bases de datos en linea, que permiten la
notificacion de dicha entidad por parte del servicio de salud. Cabe anotar que en Colombia
no disponemos de estudios de incidencia. Sin embargo se han hecho descripciones de casos
clinicos aislados uno de ellos realizado por Rojas C, et al, en una institucion de salud de 111
nivel de complejidad con el objetivo de determinar la prevalencia de las RAM en pacientes

que ingresan al servicio de urgencias (Rojas C et al, 2013).

La mayoria de estas reacciones cutaneas severas son inducidas por farmacos (70 %) (Roujeau
J, 2013; Roujeau J et al, 2011), estudios observacionales identifican a los agentes
antiepilépticos como la carbamazepina, los agentes inhibidores de la xantino oxidasa como
el alopurinol, inhibidores de la transcriptasa inversa como el abacavir y ciertos antibioticos
como aquellas moléculas con mayor riesgo de una reaccion adversa a medicamentos (Stern

Retal, 2017; Frey N et al, 2017).

6.1.6.1.1 Clinica

El SIS/NET es de naturaleza idiosincratica y pueden afectar a cualquier individuo que
consuma medicamentos (Lars E, 2006). Inicialmente el cuadro clinico se presenta con
sintomas y signos inespecificos como fiebre, prurito generalizado, odinofagia, mialgias,
artralgias y adenopatias entre otras, en un periodo de 1 a 2 semanas. Las lesiones en la piel
suelen aparecer inicialmente en el tronco, extendiéndose a cara, cuello y extremidades
superiores proximales, las distales suelen estar menos afectadas excepto las palmas y las

plantas. Las lesiones de la mucosa oral, ocular y genital se presentan en el 90 % de los
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pacientes afectados, el 25 % afecta el tracto respiratorio y en menor porcentaje el

gastrointestinal (Lars E, 2006; Carle P et al, 1996; Stern R, 2000).

La morfologia de las lesiones en la piel, se describen como lesiones maculopapulares
eritematosas de color rojizo a purpdrico de tamafio y forma irregular. A medida que las
lesiones progresan estas tienden a coalecer facilitando el desfacelamiento de la capa
epidérmica, proceso secundario a la apoptosis masiva de los queratinocitos que genera
acumulacién de liquido pro inflamatorio formando en las flictenas que se extienden en la
superficie corporal. Entre mayor compromiso cutaneo presente el paciente mayor riesgo de
morbimortalidad, caracterizado como un compromiso menor al 10 % es leve (SJS),
compromiso entre el 10 % al 30 % es moderado (SJS/NET) y mayor al 30 % es grave (NET)

(Lars E, 2006; Roujeau J et al, 1990; Chung W et al, 2012).

Actualmente en la practica clinica las RAM se evaltan aplicando 7 criterios clinicos y
paraclinicos (superficie de area corporal afectada, edad, malignidad, taquicardia, urea sérica,
glucosa sérica y bicarbonato) evaluado en un sistema de puntuacion que permite predecir el
riesgo de mortalidad para el paciente llamado SCORTEN (Roujeau J et al, 2011; Lars E,

2006).

6.1.6.1.2 Fisiopatologia

El dafio epidérmico es una secuencia de eventos moleculares y celulares que conducen al
desarrollo de fenotipo SJS, SIS/NET y NET, cuyas manifestaciones clinicas son resultado de

un proceso apoptotico que implican vias intrinsecas y extrinsecas (Tohyama M et al, 2012).

Los factores intrinsecos hacen referencia a los metabolitos electrofilicos de los farmacos que

pueden causar de forma directa dafio a nivel mitocondrial aumentado las especies reactivas
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(ROS) que pueden inducir a la produccién de interleuquinas pro inflamatorias como factor
de necrosis tumoral tipo alfa (TNF alfa) e inducir a muerte celular programada (Tohyama M

et al, 2012; Paul C et al, 1996).

Los factores extrinsecos, estan asociados con la interaccion de receptores y ligandos de
muerte (Fas/FasL) conocidos como inductores de apoptosis. Otro de los factores extrinsecos
son las proteinas citotoxicas que se encuentran a nivel granular en las células efectoras CTLs
y NK como la perforina, la granzima y la granulisina que desencadenan la apoptosis en los
queratinocitos (Zhong J et al, 2011; Sdnchez A et al, 2014). El estudio del liquido extravasado
entre la dermis y la epidermis realizado por Chung W et al 2008, evidencio infiltracion de
linfocitos T CD8+ y células NK como las principales células efectoras y las moléculas con
mayor especificidad para el fenotipo a estudio (Chung W et al, 2008; Chung W et al, 2012;

Tohyama M et al, 2012).

6.1.6.2 Moléculas Citotéxicas en SIS/ NET

La funcion citotoxica es una actividad fundamental del sistema inmunoldgico, que esta
constituido por un modelo multifactorial organizado y ejecutado por diferentes células
efectoras como T CD 8+ y NK que secretan proteinas con funcion litica, con el unico fin de
inducir muerte celular a través de la citdlisis y la fragmentacion del DNA (Tohyama M et al,

2012).

Fas — FasL

La molécula de FasL se expresa en la superficie de los linfocitos T citotoxicos y al realizar
la interaccion con su receptor que esta expresado en el queratinocito desencadena el proceso

de apoptosis. En los estudios de Murata et al 2008 y Chung en el 2008 observaron que los
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niveles de FasL eran altos en los primeros 5 dias o sea en la fase temprana, pero posterior a
la fase inicial se observd un descenso progresivo. También se describié que se encuentra
presente y elevada en todas las lesiones cutaneas secundarias a farmacos, considerando la
interaccion Fas — FasL no especifica para el fenotipo SJS, SIS/NET y NET, pero de vital
importancia en la etapa inicial en la apoptosis en los queratinocitos (Chung W et al, 2012;

Murata J et al, 2008).
6.1.6.2.1 Proteinas Citotoxicas

Las proteinas citotoxicas asociadas al fenotipo a estudio se liberan al medio extra o
intracelular por medio de una via dependiente de exocitosis; via que se establece a través de
sefiales intracelulares, posteriores al reconocimiento de la célula diana por el linfocito T
citotoxico o la célula NK. La exocitosis es un proceso que comprende diferentes fases, entre
ellas la translocaciéon de la vesicula del aparato de Golgi a la membrana plasmatica, el
reconocimiento de la zona activa en la membrana que permite el acople de la vesicula
llamado “docking” para la preparacion o activacion de las vesiculas fendémeno llamado
“priming”, que facilita la fusion de las dos membranas, facilitando asi la liberacion del
contenido intravesicular. La descripcién de estas fases hacen que la exocitosis no se ha del
todo un proceso difusional si no que es regulado por distintos complejos proteicos (figura 15)

(Verhage M et al, 1995).

-64 -



Figura 15. Via de Exocitosis celular, Tomado y modificado (Verhage M et al, 1995).
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La via dependiente de exocitosis es un mecanismo que protege a la célula secretora de la
autodestruccion, por medio de la formacion de vesiculas o granulos donde se encuentran
reclutadas las proteasas en una forma inactiva. Para estimular esta via se requiere de la
interaccion célula efectora — célula diana para la activacion de proteinas intracelulares que
favorecen la movilizacion de microtdbulos quienes permiten el desplazamiento de los
granulos preformados al sitio de interaccion célula — célula, logrando la polarizacion del
granulo para su posterior degranulacion o liberacion. Sin embargo se debe tener en cuenta
que ni la polarizacion ni la degranulacion efectiva son suficientes para una lisis eficaz de la
célula diana, ya que depende de la calidad de la proteina proteolitica secretada y su

interaccion con proteinas intracelulares (Paul C et al, 2008; Murata J et al, 2008).

En la apoptosis las moléculas citotoxicas comunmente descritas son la perforina, granzimay
FasL, sin embargo el estudio de Chung W et al del 2008, en liquido de flictenas de pacientes
con diagnostico de SJS/SIJS/NET y NET demostré que otra de las proteinas previamente

descrita en la literatura, la granulisina era clave para la apoptosis de los queratinocitos,
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describiéndola como una proteina especifica de esta entidad ya que al observar la expresion
de proteinas en el tejido por medio de inmunohistoquimica, la granulisina solo se expresaba
en el tejido de pacientes con SJS, SIS/NET y NET(Chung W et al, 2012; Paul C et al, 1996

; Murata J et al, 2008).

6.1.6.2.1.1 Perforina

Esta molécula fue la primera proteina aislada en granulos liticos descrita en 1988 vy
nuevamente en el afio 2010 por la universidad de Monash, como una glicoproteina de 70 kDa
con 4 dominios estructurales, 2 dominios N-terminal y 2 C- terminal, con una region
hidréfobica que le permite interactuar e incorporarse a la membrana bilipidica de la célula
diana; permitiendo la formacion de canales o poros de aproximadamente de 5 a 20 nm de
didmetro favoreciendo el acceso intracelular a otras moléculas liticas. Su localizacion es

intragranular en forma de monémeros solubles (Chau L et al, 1995; Osinska I et al, 2014).

El mecanismo de accién de la perforina depende directamente de la incorporacion y la
polimerizacion de los mondémeros en membrana celular de la célula blanco. Estos procesos
dependen de varios factores, uno de ellos es la participacion de la proteina calreticulina, una
enzima gue se encuentra en los granulos citoliticos y sirve como una proteina chaperona de
la perforina manteniéndola plegada e inactiva en la célula efectora (Osinska I et al, 2014;

Voskoboinik | et al, 2006).

La perforina interactta con la célula diana a través de su dominio central hidrofobico que se
une a los fosfolipidos de la membrana, el extremo N-terminal tiene un sitio de union al calcio
que le permite la interaccion con el ion para su desplegamiento, aumentado asi su afinidad y

la formacion del canal. Los poros formados por la perforina alteran la estructura de la
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membrana celular favoreciendo el flujo pasivo de agua, enzimas y la liberacién no selectiva
de moléculas, que tiene como causa inducir lisis osmotica y activar las vias proapoptdticas

(figura 16) (Osinska I et al, 2014; Voskoboinik | et al, 2006).

Figura 16. Mecanismo de accién de la perforina, Tomado y modificado (Osiriska I et al, 2014)
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La perforina es una proteina de accién membranolitica que juega un papel importante en la
actividad citotoxica mediada por T CD 8+ y células NK, dado que facilita el paso de
moléculas granulares como granzima Yy granulisina (Voskoboinik I et al 2015; Cullen S et al,

2008).
6.1.6.2.1.2 Granzima

La granzima, es una proteina soluble de estructura globular que se encuentra en forma
zimdgena y pertenece a la familia de las serina — proteasas, que se diferencian por su accién
en el sustrato especifico. Estas enzimas tienen la capacidad de escindir enlaces peptidicos
activando o degradando proteinas citosolicas o de membrana. Esta molécula es la mas
abundante en los granulos citotdxicos y trabaja de forma conjunta con la perforina, quien

facilita su paso al citosol en la célula diana (figura 17). Sin embargo su actividad citotdxica
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puede ejercerse también por interacciones electroestaticas con la membrana celular (Cullen

S et al, 2008; Trapani J, 2001; Bots M et al, 2006).

Figura 17. Actividad citotdxica mediada por granzima, Tomado y modificado (www.uaz.edu.mx)
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Estas proteasas se pueden agrupar en tres subfamilias de acuerdo a la especificidad del
sustrato, la primera se caracteriza por su actividad enzimatica similar a la quimiotripsina
como la granzima B y H que tienen como funcion activar la caspasa 3 por clivaje y alterar la
integridad de la membrana mitocondrial por activacion de Bid entre otras, asi induciendo la
apoptosis. La segunda subfamilia es la granzima con actividad similar a la tripsina como la
granzima A y K que tienen como funcion atacar la histona 1 (H1) e inducir DNAsas que
fragmentan el DNA y la familia de las metasas que se caracterizan por el clivaje de enlaces
peptidicos detras de la regién hidrofobica especificamente en el aminoacido metionina mas
cerca de la proteina objetivo. La expresion de la familia de granzimas es restringida a los
linfocitos T activos, células T inmaduras en timo, linfocito T vy y a las células NK, que han

tenido exposicién a un antigeno (Trapani J, 2001; Bots M et al, 2006).

-68 -


https://www.google.com.co/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwijksHeu4DXAhWEeSYKHfUyAPwQjB0IBg&url=http%3A%2F%2Fwww.uaz.edu.mx%2Fhisto%2FTortorAna%2Fch22%2Fch22.htm&psig=AOvVaw2b_O8h0wWcbSR2iFASaV21&ust=1508632387086724

La granzima B es la mas abundante y con la actividad apoptética mas fuerte de todas las
granzimas, su funcién es la induccién de la apoptosis por dos mecanismos principales, el
primero es por la activacion de la caspasa 3 quien se encuentra de forma inactiva en el citosol
como procaspasa 3 y se hidroliza para activarse generando la permeabilidad de la membrana
nuclear y la degradacion del DNA nuclear por medio de la fragmentacion del inhibidor de
la DNAsa (ICAD). El segundo mecanismo se genera por el aumento de la permeabilidad
mitocondrial secundaria a la activacion de Bid, molécula que hace parte de la familia Bcl-2,
que induce liberacién del citocromo - C mitocondrial, que a su vez activa la caspasa 9 y
aumenta la actividad de caspasa 3 llevando a la muerte celular (Trapani J, 2001; Chowdhury

D et al, 2008).

Inicialmente en las respuesta de citotoxicidad las moléculas mejor descritas y conocidas eran
Fas/FasL, perforina y granzima proteinas anteriormente descritas sin embargo algunos
estudios como el de Chung W et al en el 2008, describe que estas moléculas no son especificas
de SJS, SJIS/NET y NET ya que su expresion se presenta en otras patologias cutaneas
secundarias al consumo de farmacos, postulando a la granulisina como una molécula

especifica de este fenotipo (Chowdhury D el at, 2008; Shih C et al, 2014).

6.1.6.2.1.3 Granulisina

La granulisina también conocida como linfoquina LAG-2, proteina NKG5 o proteina
activada por células T- TLAS519, es una proteina citotdxica granular, identificada en el afio
1987 a partir del mRNA de linfocitos T humanos (EMBL-EBI; Clayberger C et al, 2003). Se
expresa de forma constitutiva en células NK y células T vy y a diferencia de otras proteinas
citotoxicas como perforina y granzima, la granulisina se expresa en células T aff (TCD8+)

posterior a la activacion antigénica. Estas células se caracterizan por su funcion efectora clave
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en la muerte celular, fisiopatologia relacionada con el SJS, SIS/NET y NET (Clayberger C

et al, 2003; Villamor N, 2004).

La granulisina es codificada por el gen GNLY que esta localizado en el cromosoma 2p11.2
y esta constituido por 5 exones codificantes con una longitud de 846 pb. Inicialmente se
sintetiza un producto proteico de 145 aminoacidos con un peso molecular de 15 kDa de
localizacion citoplasmatica que se transporta a los granulos citotdxicos, donde sufre una
modificacion postraduccional dada por un clivaje proteico en el N - C terminal.
Consecuentemente, se obtiene un producto proteico de menor tamafio de 130 aminoacidos
con un peso molecular de 9 kDa, esta proteina es una molécula con caracteristicas de mayor
citotoxicidad. Se describe que su clivaje se realiza en los granulos citoplasmaticos, pero es
inhibido cuando se aumenta el pH, secundario a la presencia del inhibidor de H+ ATPasa con
canamicina A, teoria que probablemente explique por qué la granulisina de 9 kDa no causa

autolisis (Hanson D et al, 1999; Krensky A et al, 2009).

Figura 18.
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El analisis de este péptido por medio de estructura cristalina en el 2005 (Anderson D et al,
2003; Nagasawa M et al, 2014) sugiere que consta de 5 hélices o, con 3 dominios funcionales
conformados por 5 cisteinas, 12 argininas y 3 lisinas, que la identifica como una proteina
catiénica caracterizando los dominios funcionales de unién a membrana (figura 19). Esta

particularidad le confiere una similitud con las proteinas de la familia tipo SAPLIP (saposin
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protein — like) con una homologia cercana al 30 % y una similitud de 66 % (Roujeau J et al,
2011); segun Bruhn estas proteinas son capaces de interactuar con lipidos de la membrana
celular favoreciendo la perturbacion de la estructura y alterando la permeabilidad de la
misma. En la literatura se describen mas de 235 proteinas evolutivamente conservadas con
homologias entre un 25 % a 30 %, pero con estructuras similares en sus dominios funcionales
caracterizados por aminoacidos de carga positiva e hidrofobicos que facilita su interaccion

(Nagasawa M et al, 2014).

Figura 19. Estructura de la proteina granulisina, Tomado (Stern R 2000)

Este péptido actta por medio de la via degranulacion dependiente de exocitosis y se presenta
en dos escenarios segun la célula efectora, esto le permite obtener una respuesta especifica
con la activacion antigénica de los CTLs/CD 8+ o una respuesta inespecifica regulada por

las células NK (Nagasawa M et al, 2014; Kresnsky A et al, 2005).

La respuesta especifica esta mediada por los CTLs que dependen del reconocimiento e
interaccion del receptor de HLA — I con el receptor de membrana TCR aff presentando el
antigeno, este receptor se encuentra acompafiado de la proteina CD 8 que asiste el
reconocimiento y la adhesién de la interaccion celular. Esta activacion antigénica favorece

la expansion clonal de los CTLs /CD 8+ que permite la amplificacion de la respuesta
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inmunologica y la generacion de sefiales intracelulares citotoxicas que activan la

degranulacion (figura 20) (Kresnsky A et al, 2005; Takamori Y et al, 2005).

Figura 20. Actividad citotoxica de la granulisina mediada por CTLs, Tomado y modificado (www.uaz.edu.mx)
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La respuesta inespecifica es mediada por las células NK, que reconocen a la célula diana por
la falta de expresion en su membrana de MHC-I o por alteraciones morfologicas que
favorecen el reconocimiento por el sistema como deletéreas. Cuando la célula diana expresa
la molécula de MHC-I, las células NK son inhibidas por el receptor inhibitorio que expresan
en su membrana que le permite reprimir la activacion de una respuesta inmune (figura 21)

(Kresnsky A et al, 2005).
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Figura 21. Actividad citotoxica de la granulisina mediado por células NK, Tomado y Modificado (Gismondi A et al, 2010)
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Fig 22.Las células NK, no atacan cuando la célula diana presenta en la superficie MHC-I por el
reconocimiento de su receptor inhibitorio. En caso de perder la expresion de MHC-I se inicia
interaccion inicialmente Fas/FasL y activacion de la via de degranulacion.

Las células NK establecen dos tipos de interacciones, la primera es electroestatica que es
facilitada por la carga positiva de los dominios funcionales de la proteina, union generada en
su mayoria por la arginina que interactGa con la carga negativa de la membrana celular, la
segunda interaccion es por medio del proceso de adhesion célula — célula atribuida a la
integrina B2 y la proteina ICAM1 que se caracterizan por formar heterodimeros capaces de
generar sefiales intracelulares que contribuyen a cambios en la conformacion del
citoesqueleto, permitiendo iniciar la polarizacion de los granulos en la célula efectora hacia

el polo de unidn con la célula diana (Kresnsky A et al, 2005; Takamori Y et al, 2005).

La citotoxicidad ejercida por la granulisina es favorecida por el sinergismo con otras
proteinas citotdxicas como la perforina, que facilita su ingreso al citosol ayudando el proceso
de citdlisis. Sin embargo se describe una actividad proapoptética independiente de perforina,
secundario a la capacidad de interaccién directa con los lipidos de membrana, esto favorece
la activacion de enzimas con capacidad degradativa de lipidos como la esfingomielinasa —

glucosilceramidasa que se encuentran en la membrana plasmatica. Esta actividad catalitica
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que favorece el aumento de la ceramida que es conocido como un mediador en la apoptosis

(Anderson D et al, 2003; Nagasawa M et al, 2014).

La granulisina de 9 kDa tiene una actividad antimicrobiana de amplio espectro, también se
ha descrito como una molécula antitumoral debido a sus caracteristicas como molécula
inductora de apoptosis y como marcador indirecto de la actividad del sistema inmunolégico.
Esta molécula se caracteriza por tener mayor grado de citotoxidad que la 15 kDa, esta
caracteristica hace que su localizacion sea exclusiva en los granulos citotoxicos, lo que
dificulta su medicion a nivel periférico (Takamori Y et al, 2005). A diferencia, el péptido de
15 kDa es detectable en niveles basales en suero y su elevacion podria significar una
activacion del sistema inmune ya se podria considerar que la relacion de estos dos péptidos
es 1:1 (Chung W et al, 2008), debido a que el producto de 9 kDa deriva de su clivaje, lo
anterior permite proyectar a esta proteina como un biomarcador (Fujita Y et al, 2011; Chung

W et al, 2010).

En la literatura se ha citado a la granulisina como una de las moléculas claves y especificas
en la muerte de los queratinocitos en SJS/SJS-NET/NET, dado el estudio realizado por
Chung et al en el 2008, donde se evalud el liquido de las lesiones cutaneas “Flictenas™ de
pacientes afectados a las 72 horas, encontrado que el mayor nimero de células pertenecian a
CTLs CD 8+, células NK y NKT activados y la mayor proteina expresada era la granulisina
en relacion con la perforina, granzima B y Fas-FasL; sin embargo la lesion cutanea se
presenta por el sinergismo de las proteinas citotoxicas previamente descritas (Nagasawa M

et al, 2014; Chung W et al, 2008).

Actualmente dada su facilidad de medicidn sérica, esta biomolécula se ha postulado como
indicador del estado bioldgico de la progresion de la respuesta inmunologica patologica y
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para la identificacion de pacientes con riesgo de hipersensibilidad a farmacos de uso rutinario

(Fujita Y et al, 2011).

Por lo anteriormente expuesto, queda claro que la manifestacion de estos fenotipos de RAM
cutaneas severas es la interaccion de diferentes mecanismos celulares y moleculares
expresados en un cuadro clinico de rapida progresion. Por ende cualquier variacion como los
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) en genes que codifican las proteinas del sistema
inmunoldgico innato, podria estar relacionados con la conformacidn proteica y expresion de
la misma que podrian modificar el fenotipo que cambia los patrones de susceptibilidad de

forma interindividual o poblacional (Chung W et al, 2010; Dominguez M et al, 2014).

7. Pregunta de Investigacion

¢Son las variantes de secuencia del promotor y la region codificante del gen GNLY una causa

de susceptibilidad a desarrollar el fenotipo de reaccién adversa cutanea tipo SJIS/INET?

8. Hipdtesis

La granulisina se ha encontrado diferencialmente expresada en los pacientes con SJS/NET,
lo que hace plausible suponer que las variaciones de secuencia en la region promotora y/o
codificante del gen GNLY estan asociadas con la susceptibilidad genética a desarrollar dichos
fenotipos cutaneos, mediante mecanismos moleculares subyacentes a la modificacién de los
sitios de union con factores de transcripcion o por modificaciones proteicas derivadas de

mutaciones no sinénimas.
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9. Materiales y Métodos

9.1 Pacientes y controles de estudio

Los pacientes analizados en el presente estudio corresponden a una muestra de 19 pacientes
afectados con SJS, SJIS/NET o NET. Individuos previamente incorporados en el proyecto de
“Asociacion de HLA B*1502 con SJS Y NET en poblacion Colombiana”, desarrollado en el
Centro de Investigacion de genética y gendmica de la Universidad del Rosario (CIGGUR).
Cada participante firmoé un consentimiento informado autorizando su inclusion en temas de

investigacion.

Los pacientes incluidos fueron diagnosticados por los médicos tratantes siguiendo los

siguientes criterios clinicos:

e Presentar fiebre y malestar post- exposicion a medicamentos.

e Presencia de maculas eritematosas que progresan a vesiculas/ampollas.

e Evidencia de Necrdlisis Epidérmica.

e Compromiso de mucosas.

e Para la definicion de SJS: el desfacelamiento epidérmico menor al 10 % de SCT,
que incluye la superficie erosionada y la piel con el signo de Nikolsky positivo.

e Enlos casos de NET el pardmetro descrito anteriormente corresponde a mas del

30 % de SCT y en los casos con superposicion es de 10 % a 30 % SCT.
Siguiendo los criterios diagndsticos se identificd en la poblacion de andlisis 5 pacientes con

fenotipo SJS, 2 SIS/NET y 12 pacientes NET (Tabla 6).

Para verificar la frecuencia poblacional de las variantes de secuencias identificadas en la
region promotora y codificante del gen GNLY, se incluyeron 82 controles para la region
codificante divididos en dos grupos; el grupo A con 49 individuos procedentes de la ciudad

de Valledupar y el grupo B de 33 pacientes en tratamiento con fenitoina, grupos
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caracterizados por no tener sospecha clinica de SJS/NET. Para la region promotora se
evaluaron 76 individuos, del grupo A 15 controles, del grupo B 21 controles y un tercer grupo
denominado C de poblacion abierta que incluyo 40 individuos. Estos controles se realizaron,

dado el hallazgo que se evidencid en uno de los casos analizados (ver detalles més adelante).

Cada uno de los participantes firmo un consentimiento informado para su inclusién al
estudio, el cual fue previamente aprobado por el comite de ética de la Universidad del Rosario

(ver anexo 1).

9.2 Amplificacion y secuenciacion de la region codificante del gen GNLY

Las muestras de los individuos (casos y controles) correspondieron a muestras de sangre
periférica anticoaguladas con EDTA (10 ml). EI ADN fue previamente extraido mediante la
técnica de PROBE (ver anexo 2). Todas las muestras de ADN fueron cuantificadas mediante

espectrofotometria usando nanodrop 2000c (Thermo Scientific).

Las regiones codificantes del gen GNLY (5 exones) fueron amplificadas mediante PCR en la
totalidad de los casos, en la tabla 4 se describe la secuencia de primers utilizados para su
amplificacion. Estos primers fueron disefiados usando el software primer 3. La PCR fue
estandarizada y realizada segun las condiciones descritas en la tabla 5. La deteccién de los

productos amplificados se realiz6 en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.
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Gen/ Ex6n

HuUGNLYex1l

HuUGNLYex2

HUGNLYex3

HuUGNLYex4

HuGNLYex5

HUGNLYproml

HUGNLYprom2

Los productos de PCR fueron purificados mediante fosfatasa alcalina y exonucleasa | antes
de la secuenciacion. Las reacciones de secuencia fueron realizadas con primers internos,
disefiados con el software primer 3 (Tabla 4). El anélisis de las secuencias de nucleétidos fue
realizado a través de alineamientos multiples usando el programa clustalW, comparando la

secuencia de cada paciente con la WT para el gen GNLY. Los cromatogramas fueron

Tabla 4. Primers de Amplificacién del gen GNLY

Forward

5’tttcccttggtaatccgttggt 3

5’ttctctctcagagegggaggac 3

5’ttatcctctceccgttcacgte 3°

5”ccgtggtaagaggtgtgtcttc 3

5’tgaacggttacgagaccctaaa 3

5”gacgccatcgactgtgacggtaac 3

5"aattcaccgggacgtgactttt 3°

Secuencias de Primers

Revers

5’tgaacctggagcttggactctg 3

5’tgacgatgctggttttgttgaa 3°

5"aatctgtgagtcccegtgtgte 37

5gtctccatctctccctggetgt 3°

5"atattcagaaaggccaaggcaca 3

5’tgaacctggagcttggactctg 3

5"aggaagggagtcttttgctgg 3

analizados manualmente con el programa FinchTV.
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Secuenciacion Seq

5”ccttgcatgaacatgattcec 3

5”cccagtctcgecgaggteeeg 3°

5’ctgggggtgtgggaggctgtttc 3°

5”cggtccggaacccctgacccte 3°

5’cctcgaacaccgaaaagataag 3

5’tccagcaaaagactcccttect 3°

5"gtcggttctagtgtggtgacgtg 3
5’tttcccttggtaatcegttggt 3
5 aattcaccgggacgtgactttt 3
5’tccagcaaaagactcccttect 37

5’gtttacgttatggagtttgagttg 3



Tablas 5. Condiciones de PCR para cada exén

Programa Termociclador Tiempo

Desnaturalizacion

Inicial

Numero de ciclos

Desnaturalizacion

Anillamiento

Elongacion

Elongacion Final

Conservacion

95°C 10
minutos
35 ciclos
95°C 40
segundos
64°C 40
segundos
72°C 40
segundos
72°C 10
minutos
4°C

HuGNLYex1

Amplicén

601 pb

HuGNLYex2 HuGNLYex3 HuGNLYex4

Amplicén Amplicén Amplicén

484 pb 512 pb 686 pb

9.3 Amplificacion y secuenciacion de la regién promotora del gen GNLY

HUGNLYex5

Amplicén

670 pb

Las muestras de pacientes y controles analizados corresponden a los descritos en la seccion

anterior. Las muestras de ADN fueron las utilizadas para la amplificacion y secuenciacion

de la region codificante, segun la descripcion detallada anteriormente.

Las muestras fueron amplificadas usando primers especificos para analizar hasta -2000 pb

de la regién promotora. Dichos primers fueron disefiados por el software primer 3 (Tabla 4).

Se realizaron dos amplificaciones para todo el fragmento correspondiente al promotor de

GNLY. Serealizo en volumen final de 25 pl: 100 ng de ADN, 12.5 ul Master mix (Promega),

0.8 uM de cada primer. Las condiciones de PCR para el bloque 1 fueron: desnaturalizacion

inicial: 95°C x 10 min; 35 ciclos de: desnaturalizacion parcial 95°C x 40 segundos;
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alineamiento 67°C x 40 segundos; extensién 72°C x 1 minuto 10 segundos; elongacion de
72°C x 10 minutos. El blogue 2 desnaturalizacion inicial: 95°C x 10 min; 35 ciclos de:
desnaturalizacion parcial 95°C x 40 segundos; alineamiento 65°C x 40 segundos; extension

72°C x 1 minuto 10 segundos; elongacion de 72°C x 10 minutos.

La deteccion del producto amplificado se realizé en geles de agarosa al 1% tefiidos con
bromuro de etidio. Los productos de PCR fueron purificados mediante fosfatasa alcalina y
exonucleasa | antes de la secuenciacion. Las reacciones de secuencia fueron realizadas con
primers internos, disefiados con el software primer 3 (Tabla 4). El analisis de las secuencias
de nucledtidos fue realizado a traves de alineamientos multiples usando el programa
clustalW, comparando la secuencia de cada paciente con la WT para la region promotora del
gen GNLY. Los cromatogramas fueron analizados manualmente por medio del programa

FinchTV.

Las variantes halladas en los casos fueron identificadas en doSNP para corroborar si habian
sido previamente descritas. Se realizd la determinacién de las frecuencias alélicas y
genotipicas de las variantes de secuencia halladas en casos y controles mediante conteo

directo.

En el caso de los controles, la amplificacion mediante PCR fue realizada de manera especifica
para las variantes de secuencia del promotor que fueron de interés para esta investigacion y
que fueron identificadas en dos pacientes afectados con el fenotipo SJS, SIS/NET y NET
(ver detalles mas adelante, en la seccion de resultados). Para este fin se usaron las mismas

condiciones de PCR, secuenciacion y analisis.
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9.4 ldentificacion de sitios de fijacion de factores de transcripcion en la region
promotora del gen GNLY

Con el fin de determinar la presencia de sitios de fijacion de factores de transcripcion en la
region promotora del gen GNLY en la que se identificaron variantes de secuencia en los casos,
se realizé un analisis bioinformético con el programa Genomatix. Se utilizo la herramienta
GEMs Launcher de Genomatix, que proporciona un listado de estos sitios de union que estan
presentes en comparaciones de secuencias multiples. La busqueda se efectia con
Matlnspector, una herramienta de Genomatix, que utiliza una amplia biblioteca de matrices
para los sitios de union a factores de transcripcion (Quandt K et al, 1995). Ademas,
proporciona los datos de similitud de la secuencia que se esta evaluando con la matriz, para
el sitio de union al factor de transcripcién al igual que la similitud inicamente con el nucleo
0 core de ese mismo sitio. Asignado un indice de calidad a los aciertos, permitiendo su
filtrado y seleccion en funcidn de las similitudes de la matriz con la secuencia evaluada

(Quandt K et al, 1995).

La matriz de librerias de Matlnspector representa actualmente la mejor herramienta en
términos de sensibilidad y especificidad en la prediccion de sitios de union de factores de
transcripcion e identifica secuencias de union de ADN de activadores y de represores. Un
apareamiento perfecto de la secuencia de ADN con la matriz de la libreria otorga un puntaje
de 1 mientras que apareamientos catalogados como buenos logran scores de >0.80

(Takahashi S et al, 2005).

Como se menciond anteriormente, los sitios potenciales de union para factores de
transcripcion en la region 5"UTR del gen GNLY fueron determinados usando el software

Genomatix. Se realizo la prediccion de estos sitios en una region de -2000 pb upstream del

-81-



codon de inicio ATG. De manera precisa, el andlisis se centro en las regiones genémicas con
presencia de variantes de secuencia identificadas en los casos. El intervalo genomico fue de

-2001 pb a -1 pb, usando como CST (umbral de similaridad) un valor de 0.75.

10. Resultados

10.1 Caracteristicas Clinicas y Demograficas de los pacientes

La poblacion evaluada en el estudio incluyé a 19 pacientes afectados con el fenotipo SJS,
SJS/NET o NET (Tabla 6). El diagnostico clinico fue establecido por los médicos tratantes
de las instituciones participantes, que correspondieron al Hospital Simén Bolivar (Unidad de
Quemados) y la Fundacién Valle de Lili (Cali). Del grupo total incorporado al proyecto doce
pacientes tenian diagnostico de NET (63.1 %), cinco de SJS (23.6 %) y dos presentaron un
fenotipo sobrelapado SIS/NET (10.5 %). De los pacientes evaluados en este estudio el 63.1%
requirieron soporte hospitalario, el 26.3 % recibid6 manejo ambulatorio y el 10.5 % de los

pacientes habian presentado méas de un evento adverso a farmacos.

El compromiso mucocutaneo fue el signo clinico mas relevante en los diferentes fenotipos
cuya presentacion se observd en el 100 % de los pacientes analizados. EI compromiso

sistémico se informd en el 78.9 % de los pacientes y en el 21,1 % no se describié el dato.

Con excepcion de los pacientes SJS18 y SJS19, los afectados no eran relacionados.
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ID

SJS1

SJS2
SJS3

SJS4

SJS5

SJS6

SJS7

SJS8

SJS9

SJS10

SJS11

SJS12

SJS13

SJS14

SJS15

SJS16

SJS17

SJS18

SJS19

Edad

29

59
59

46

48

68

15

37

30

35

45

36

5

18

54

18

1

Género

F

M

Tabla 6. Caracteristicas Clinicas y Demograficas

Natural

Aldana/Narifio

Bogota D.C
Valledupar
(Cesar)

Cali (Valle del
cauca)

Bogota D.C

Ibagué (Tolima)
Bogota D.C

Bogota D.C

Bogota D.C
Villeta
(Cundinamarca)
Dorada (Caldas)

Puerto Lleras
(Meta)

Girardot
(Cundinamarca)
Bogota D.C

Cali (Valle del
cauca)

Caqueza
(Cundinamarca)
Bogota D.C

Guamo (Tolima)

Bogota D.C

*CH: Compromiso Hepatico, CR: Compromiso Renal

La edad promedio de los pacientes fue de 32 afios, con un rango de 1 a 68 afios. Evaluando
10 mujeres y 9 hombres. Demograficamente el mayor nimero de pacientes eran naturales del
departamento de Cundinamarca que representa el 57.9 % de los casos, seguido por el
departamento del Valle del Cauca y Tolima que representan el 10.5 % y finalmente Caldas,

Meta, Cesar y Narifio con 5.2 % de los casos.

Los farmacos asociados a los fenotipos evaluados fueron en su mayoria anticonvulsivantes y

antibioticos (36.8 % y 31.5 % respectivamente). También se notificd la reaccion adversa

Medicamento
Administrado

Acetaminofén +
Codeina

Urtica diodica
Colirio
Lamotrigina

Medio de Contraste
Carbamazepina
Lamotrigina
Cefalexina
Sulfonamida
Medio de Contraste
Fenitoina
Nitrofurazona
Carbamazepina
Carbamazepina
Trimetoprin-
Sulfametoxazole
Metoclopramida

Lamotrigina

Sulfadoxina-
Pirimetamina
Sulfadoxina-
Pirimetamina

Sistémicos
No referido

Fiebre
Fiebre

Fiebre,
Leucocitosis
No referido

Fiebre

Fiebre,
Leucocitosis
Fiebre,
Leucocitosis
CR-CH

No referido
Artralgias

Fiebre,
Leucocitosis
Leucocitosis

Fiebre,
Leucocitosis
Fiebre,
Leucocitosis
CH
Artralgias
Leucocitosis
Fiebre

Fiebre,
Leucocitosis
CH

Fiebre,
Artralgias
No referido
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Sintomas

Compromiso de
mucosas

Oral

Oral, Ocular
Oral, Ocular

Oral, Genital

Oral, Genital

Oral, Ocular Genital
Oral, Ocular Genital
Oral, Ocular Genital
Oral

Oral

Oral, Ocular

Ocular

Oral, Ocular

Oral, Ocular Genital

Oral
Oral, Genital

Oral, Ocular Genital

Oral, Ocular

Ocular

Exantema/FlI
ictenas

Si/No

Si/No
Si/Si

Si/Si

Si/No

Si/Si

Si/Si

Si/Si

Si/No

Si/Si

Si/Si

Si/No

Si/Si

Si/Si

Si/Si

Si/No

Si/Si

Si/Si

Si/No

%SCT

10

20
95

70

10

80

80

90

10

10

60

80

80

78

80

80

80

10

Fenotipo

SJS

SJSINET
NET

NET
SJS

NET
NET
NET
SJS

SJS

NET

SJS/INET

NET

NET

NET
NET

NET

NET

SJS



cutanea secundaria al uso de medios de contraste y antipaltdicos en el 10.5 % de los
pacientes, mientras que los antieméticos, los medicamentos homeopaticos y los
antipiréticos/analgésicos representaron de manera individual el 5.2 % de los casos. El 5.2 %
de los pacientes restantes desarrollaron el fenotipo por el uso de un farmaco ocular tipo colirio

de principio activo desconocido.

10.2 Secuenciacion directa mediante Sanger de la region codificante del gen GNLY

La secuenciacion de la region codificante del gen GNLY en los pacientes afectados, revelo la
presencia de dos variantes no-sindnimas situadas en el exén 1y en el exon 4 (Tabla 7 y

figuras 22 y 23).

Tabla 7. Resultados de analisis de secuencia region codificante del gen GNLY

Variantes ORF c. 11G>A €.356 C>T
dbSNP rs.10181739 rs.11127
Proteina p.TrpdX p.Thr119lle
Frecuencia alélica A:2.77% C:52.77%

G: 97.22% T: 47.22%
Frecuencia genotipica G/A: 5.55% CIT: 27.77%

GIG. 94.44% CI/C: 38.88%

T/T: 33.33%

POLYPHEN NA Benigno
SIFT NA Tolerada

Figura 22. Cromatograma Ex6n 1 ¢.11 G>A

510181739 2:85604420 GIA 0.029 SNP dbSNP L) Stop gained  W/* 4 . ENST00000
w0D g ENST00000

WT
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Figura 23. Cromatograma Exon 4 ¢.356 C>T

minz  2eseoreos or o S s m@D Missense ™ e G N GED exsTonc
™ v

WT

Una de las variantes identificadas en los casos corresponde a una mutacién no sinébnima en
estado heterocigoto, que genera un codon de parada prematuro (c.11G>A,; p. Trp4X). Los
alineamientos de las secuencias proteicas en esta region, indicaron que el triptéfano en la
posicion 4 esta conservado de manera estricta en algunas especies de mamiferos (figura 24).
Dada la drastica consecuencia de la mutacion identificada, se puede sugerir un efecto
deletéreo. Ademas, la conservacion de la posicion 4 a lo largo de la evolucién, puede indicar
un rol funcional importante. La paciente en la que se identifico esta mutacion correspondia a
un fenotipo tipo NET que fue tratado intrahospitalariamente en la unidad de quemados del
Hospital Simén Bolivar y que fue desencadenado por una formula farmacéutica de tipo

colirio oftalmico de principio activo no claro.

Esta paciente inicia con un cuadro clinico de eritema conjuntival y prurito ocular que ocurre
posterior a la aplicacién de colirio oftdlmico. A las 24 horas presenta prurito generalizado
con eritema maculopapular y compromiso de mucosa oral, presenta formacion de flictenas
generalizadas con un compromiso de SCT de un 95 % que requirié manejo en la unidad de

guemados.

Figura 24. Alineamiento de secuencias del gen GNLY en diferentes especies

9 GNLY_HUMAN
1 Q24J21_BOVIN
A6YT17 SHEEP
YN6 K7BYN6_PANTR

DO

MATWALLLLAAMLLGNPGLVFSRLSPEYYDLARAHLRDEEKSCPCLAQEGPQGDLLTKTQ
MTSWAVLLITSVLLVAPGLAFSGLTPESHDQATAHLCDGDELCQGLALEDPQGDLLLQGE
MTSWAVLLIASVLLVAPGLAFSGLAPERHYQATAHLCNGDELCQGLSQEYTQGGLLLQGE
MATWALLLLAATLLGNPGLVFSRLSPEYYDLARAHLRDEEKSCPCLAQEGPQGDLLTKTQ

Koo sk e ke o . Rk Hhok hok ke kR . * KK e e K * e K Yk hk . e

e
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Esta mutacion ha sido reportada (rs.10181739) con una frecuencia a nivel mundial baja
(MAF A: 0.029). Por esta razén decidimos realizar identificacion de la variante en las
muestras del grupo control descrito en la metodologia (Grupo A y B). Los resultados de la

genotipifiacion se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Analisis genético para la mutacion ¢.11G>A en los controles

c. 11G>A
dbSNP rs.10181739
Proteina p.TrpdX
Frecuencia alélica grupo control A A: 1.02%
G: 98.9%
Frecuencia alélica grupo control B A:1.51%
G: 98.48%

Frecuencia genotipica grupo control A = G/A: 2.04%
G/G: 97.9%

Frecuencia genotipica grupo control B | G/A: 3.0%
G/G: 96.96%

Los hallazgos sobre la poblacion de controles, indicé que dos de ellos (1 del grupo Ay 1 del
grupo B) presentaron la variante en el gen GNLY ¢.11G>A en forma heterocigota. De manera
interesante, el control procedente de la ciudad de Valledupar (ciudad de origen de la paciente
NET con la variante) refiere antecedentes de crisis asmaticas, hipersensibilidad a AINES y
adenoidectomia. Este hallazgo nos permite hipotetizar una susceptibilidad de la paciente a
farmacos con posibles respuestas de hipersensibilidad tipo | y tipo IV. Por otro lado, la
paciente del grupo B con la variante en estado heterocigoto no refiere episodios de esta

naturaleza.

En cuanto a la segunda variante de secuencia encontrada en el grupo de pacientes analizados
(rs1127; ¢.356 C>T; p.Thr119lle), corresponde a un cambio no-sinénimo de tipo missense.
Esta variante ha sido previamente reportada con una frecuencia alélica a nivel mundial alta
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(MAF T: 34.4%). El andlisis In Silico mediante Polyphen 2 indic6 que esta variante es
benigna (Score de 0.026) (Figura 25), por lo que consideramos que es un polimorfismo y no

esta relacionado con la susceptibilidad al fenotipo de estudio del presente proyecto.

Figura 25. Anélisis In Silico mediante Polyphen 2 de la variante p.Thr119lle.

PolyPhen-2 report for P22749 T119I (rs11127)

Query
Protein Acc  Position AAy AA; Description

P22749 19 T Canonical; RecName: Full=Granulysin; AltName: Full=Lymphokine LAG-2; AltName: Full=Protein NKG5; AitName: Full=T-cell activation protein 519; Flags: Precursor; Length: 145
Results
[#| Prediction/Confidence
HumDiv
This mutation is predicted tobe BENIGN  with a score of 0.026 (sensitivity: 0.95; specificty: 0.81)

10.3 Secuenciacion directa mediante Sanger de la region promotora del gen GNLY

La secuenciacion de la regién promotora del gen GNLY en los pacientes afectados revelé la
presencia de 7 variantes, que se describen en las Tabla 9. De ellas 5 estaban previamente
reportadas en las bases de datos de Ensembl con frecuencias alélicas minimas entre 0.015 a
0.44 (Tabla 9). Este hallazgo y dado la alta frecuencia reportada para estas variantes en la
poblacion de afectados del presente proyecto hacen plausible considerar que se tratan de
polimorfismos muy probablemente no relacionados a la susceptibilidad de SJS o NET. Por
otro lado, las variantes -1253 C>T y -458 447del corresponden a cambios de secuencia que
no han sido previamente reportados en las bases de datos. Los analisis de Genomatix que
permitieron la identificacion de factores de transcripcion (TBS) que potencialmente se unen
a estas regiones especificas del genoma, indicaron que sélo en la posicion del promotor donde
se identificd la delecion es probable la union con TBS’s especificos (ver resultados mas

adelante). Por esta razon, fue importante determinar en muestras de controles (Grupos A, B
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y C) si existia este cambio en la secuencia para poder determinar si el hallazgo de la variante

nueva estaba ligado a una caracteristica genética propia de la poblacion colombiana (Tabla

10).

Tabla 9. Variantes de la Region Promotora

Variante — 1.457 A>G
rs. 116184619

Frecuencia Genotipica - 1457 A>G

AIG 55%
AIA 94.44 %
G/IG 0.0 %
Frecuencia Alelica - 1457 A>G
A 277 %
G 97.22 %

Variante - 1.253 C>T

No tiene rs
Frecuencia Genotipica - 1.253 C>T
CIT 0.0 %
C/IC 88.88 %
T/T 11.11 %
Frecuencia Alelica - 1.253 C>T
C 94.44 %
T 555 %

Variante - 458_447del

No tiene rs
Frecuencia Genotipica - 458 447del
WT/del 11.11 %
del/del 0.0 %
WT/WT 88.88 %
Frecuencia Alelica - 454_444del
WT 94.44 %
del 5.55 %

Variante -1.293 T>G

rs. 3755007
Frecuencia Genotipica -1.293 T>G
T/G 27.77 %
TIT 33.33 %
G/G 38.88 %
Frecuencia Alelica -1.293 T>G
T 472 %
G 52.7 %

Variante - 153 G>C

rs. 1866139
Frecuencia Genotipica - 153 G>C
GIC 27.77 %
GIG 2222 %
C/C 50.0 %

Frecuencia Alelica - 153 G>C
G 36.11 %
C 63.88 %
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Variante - 1.213 T>C

rs. 2886767
Frecuencia Genotipica - 1.213 T>C
T/C 38.88 %
TIT 2777 %
C/C 33.33 %
Frecuencia Alelica - 1.213 T>C
T 52.77 %
C 47.22 %

Variante - 189 G>T

rs. 1866140
Frecuencia Genotipica - 189 G>T
GIT 3333 %
GIG 2222 %
T/T 44.44 %

Frecuencia Alelica - 189 G>T
G 38.88 %
T 61.11 %



Tabla 10. Datos poblacionales de la variante del promotor - 458 447del en la poblacion de controles

GNLY
-458_447del
No reportado dbSNP
WT: 100% Frecuencia alélica grupo control A

Delecion: 0.0%
WT: 100% Frecuencia alélica grupo control B
Delecion: 0.0%
WT: 100% Frecuencia alélica grupo control C
Delecion: 0.0%

WT/WT: 100% Frecuencia genotipica grupo control A
WT/WT: 100% Frecuencia genotipica grupo control B
WT/WT: 100% Frecuencia genotipica grupo control C

Los resultados obtenidos en la poblacién control analizada no indico la presencia de la
delecion en la regién promotora del gen GNLY, lo que permite establecer que esta variante

es exclusiva de los afectados de SIS/NET.

10.4 Identificacidn de sitios potenciales de union de factores de transcripcion a la region
promotora del gen GNLY

El software Genomatix predijo 552 sitios potenciales de union de factores de transcripcion
(TBS’s) en la regién de 2000 pb analizada en el promotor del gen GNLY (-1 a 2000). Para
los sitios especificos de la region promotora del gen en la que se evidenciaron variaciones de
secuencia en los pacientes SIS/NET el software determiné varios factores que podrian fijarse
de manera especifica (Tabla 11). De ellos son de particular interés los TBS’s encontrados en
la region promotora del gen GNLY en la que fue hallada la variante -458 447del, ya que
como se especificd anteriormente es exclusiva de pacientes y no reportada previamente en

las bases de datos. De manera precisa y como se discutira mas adelante es posible que los
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factores CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) épsilon y CCAAT/enhancer binding

protein (C/EBP) gamma de potencial union a la region 5’-accattagGCAAcca-3’y 5’°-

ccattagGCAAccag-3’ respectivamente (Sitio candnico que involucra la posicion de la

variante de tipo delecién), sean buenos candidatos para ser postulados como reguladores de

la transactivacion de granulisina.

Tabla 11. Variantes de la Region Promotora identificadas por Genomatix

Variante de secuencia
Promotor

-1.457 A>G

-1.293 T>G

-1.253 C>T
-1.213T>C

- 458_447del

Factor de Transcripcién de Unién Genomatix

SWI/SNF "SWItch/Sucrose Non Fermentable"

5°caACATatgga 3

C2H2 “zinc finger protein PLZF”

5’aggTACAgagcaaga 3°

No se asoci6 con ningin factor de transcripcion
SOX/SRY “sex/testis determinig and related HMG

box factors”

5’gatgagggAATGggaatcgtatagg 3

Yin Yang 2 “Activator/repressor binding to
transcription initiation site”

5"cgattcCCATtccctcatectee 3

Yin Yang 2 “Activator/repressor binding to
transcription initiation site”

5"agggaaCCATtaggcaaccaggg 3

C/EBP ¢ “CCAAT-enhancer-binding proteins”

5’-accattagGCAAcca-3’
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Funcién

Los complejos de remodelacion de la
cromatina dependientes de ATP son
magquinaria proteinica especializada capaz
de reestructurar el nucleosoma para hacer
que su ADN sea accesible durante la
transcripcion, la replicacion y la reparacion
del ADN (Tang L et al, 2010).

Es un factor de transcripcion altamente
expresado en células mieloides
indiferenciados. Se sugiere un papel
importante en leucemogénesis y desarrollo
de células mieloides. También se ha
reportado en células del sistema endocrino,
sistema urogenital y células germinales
(Takahashi S et al, 2002).

Se ha asociado con leucemia promielocitica
aguda (APL) (Takahashi S et al, 2002).

Desempefian un papel general en la
embriogénesis, esta relacionado con
dominios HMG box, involucrados en la
interacion proteina-proteina y unién al DNA
que le permite regular diversos procesos
durante el desarrollo (Kamachi Y et al,
2013).

El YY2 es un factor multifuncional que
puede actuar como activados o represor de
un gran nimero de genes que participan en
el desarrollo de estructuras embrionarias
(Deng Z et al, 2010).

El YY2 es un factor multifuncional que
puede actuar como activados o represor de
un gran nimero de genes que participan en
el desarrollo de estructuras embrionarias
(Deng Z et al, 2010).

Las proteinas de union CCAAT /
potenciador (C / EBP) tienen una funcion
importante en la diferenciacion
granulocitica y también estan implicadas en
la leucemogénesis (Kaisho T et al, 1999).

Se ha descrito C/EBP es un posible elemento
regulador de la transcripcion, lo que sugiere



C/EBP , “CCAAT-enhancer-binding proteins”

5’-ccattagGCAAccag-3’

que la expresion del gen puede regularse
activamente durante procesos infecciosos o
inflamatorios (Kida Y et al, 2001, Kida Y et
al, 2002).

-189 G>T KLF 15 “Kidney-enriched kruppel-like factor” Es el primer KLF que se encontré
Involucrado en la adipogénesis. La
5'tgtgggagtGGGGtgtgge 3° expresion de KLF15 es también abundante
en tejido muscular (corazén, musculo
esquelético y
aorta), rifion e higado (Zeni W et al, 2013).
IKARQOS “family zinc finger 5 (Pegasus)” Se describe como un regulador central de la
diferenciacion de linfocitos Ty B (John L et
5'gagtggGGTGtgg 3° al, 2011).
KFL 3 “Basic krueppel-like factor” KLF3 se expresa altamente en células
eritroides, y otros tejidos, sobre todo en la
5'gagtgGGGTgtggcatgga 3 region del mesencéfalo (Zeni W et al, 2013).
-153G>C AP4 “Activator protein 4” Los factores de transcripcion de la familia

5"agaagCAGCtcagggca 3°

béasica de hélice-bucle-hélice-cremallera
(bHLH-ZIP) contienen un dominio basico,

que se utiliza para la unién al ADN, y
dominios HLH y ZIP, que se usan para la
oligomerizacion. El factor de transcripcion
AP4 activa genes virales y celulares (Jie C,
et al 2008).

11. Discusién

Las toxicodermias son reacciones de hipersensibilidad provocadas por una activacion
excesiva o inapropiada del sistema inmunoldgico y corresponde a una respuesta de
hipersensibilidad retardada, ya que depende de la participacion de células efectoras como los
linfocitos T citotoxicos y las células NK. Estas respuestas inmunes no deseadas estan
involucradas en varios desordenes dentro de los que se incluye el sindrome de Stevens
Johnson (SJS) y la Necrolisis Epidérmica Toxica (NET). Es claro que el fenotipo en estas
entidades se da por una reaccion de sensibilidad especifica a medicamentos iniciada por los
linfocitos citotoxicos (Krensky et al, 2009) y que el mecanismo molecular subyacente
involucra al complejo mayor de histocompatibilidad. Los hallazgos de asociaciones genéticas

entre los alelos de HLA-B y las reacciones no deseadas a medicamentos especificos (Chung
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W et al, 2012), motivo a realizar los primeros estudios en pacientes Colombianos con
SJS/NET. De esta manera, previo al presente proyecto, el grupo de la Universidad del Rosario
del Centro de Investigacion de Genética y Gendmica (CIGGUR) analiz6 en los pacientes
referidos en este trabajo un estudio de identificacion de HLA-B*1502 mediante
secuenciacion de alta resolucion. Los hallazgos reportados en dicho estudio, indicaron que a
diferencia de otras poblaciones este alelo no esta relacionado con la susceptibilidad a

desarrollar SIS/NET en la cohorte colombiana evaluada (Comunicacién personal).

Sin embargo, considerando la severidad clinica a corto y largo plazo, la alta mortalidad
asociada y lo poco que se conoce de la patogénesis del SIS/NET (Dodiuk-gad et al, 2015),
es de gran interés aportar al conocimiento de los mecanismos moleculares subyacentes a la
generacion del fenotipo. Bajo esta consideracion, se plantea la prioridad de buscar posibles
marcadores genéticos de la susceptibilidad a SIS/NET. De esta manera abordamos el analisis
gendmico de la granulisina teniendo en cuenta que: a) es una molécula citotdxica especifica
del fenotipo, b) Se ha propuesto que los niveles séricos elevados son predictores de
reacciones dermatoldgicas y c) se ha propuesto como una molécula que podria ser
potencialmente usada en diagndstico y tratamiento de desdrdenes asociados a respuestas

inmunoldgicas no deseadas (Chung W et al, 2004; Thong et al, 2013).

En la poblacién de pacientes afectados analizados en este proyecto (19), el fenotipo mas
frecuente fue NET (63.1 %), seguido de SJS (26.3 %) y finalmente SJIS/NET (10.5 %), si
tenemos en cuenta que mundialmente la incidencia anual de NET es mas baja que la de SJS
(0.4 a 1.2/millon vs 1 a 6/mill6n) (Yang M-K et al, 2016) podemos inferir que nuestro
hallazgo es secundario a la estrategia usada para el reclutamiento de pacientes. De manera

precisa, cerca del 60 % de los pacientes fueron identificados en la unidad de quemados del
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Hospital Simén Bolivar, lo que hace pensar que se trataban de condiciones severas que
requirieron manejo hospitalario con mayor soporte clinico y paraclinico. Similar a otros
reportes (Assier et al, 1995; Thong et al, 2013), en los pacientes analizados el compromiso
mucocutaneo fue el signo clinico mas relevante 100 % de los afectados analizados lo
exhibieron. Este compromiso es severo y se extiende a la formacion de lesiones eritematosas
que terminan en lesiones bullosas dolorosas y hemorrégicas (flictenas), que comprometen
varios tejidos y por ende la calidad de vida de los pacientes. En casos extremos el
compromiso de mucosa Y estructuras oculares puede conducir a perdida de agudeza visual

en los pacientes afectados (Meneux et al, 1998; Guedry et al, 2009).

Semejante a lo que se ha reportado en la literatura mundial, en la cohorte de pacientes
analizados se evidencié que la causalidad de SJS/NET fue secundaria a la ingesta de
antibidticos y anticonvulsivantes en la mayoria de los pacientes (Mockenhaupt et al, 2008;
Jeung et al, 2010; Frey et al, 2017). De manera interesante dos de los pacientes analizados
presentaron el fenotipo tras la administracion de medio de contraste, lo cual ha sido reportado
en menor frecuencia que otros principios activos previamente descritos (Brown et al, 2013;
Laffitte et al, 2013).

Es plausible pensar que en el desarrollo de estas reacciones cutaneas no deseadas, participan
diferentes mecanismos de sensibilizacion de farmacos de diferente naturaleza.

En lo concerniente a los hallazgos de las variantes de secuencia en la region codificante del
gen GNLY, estimamos que el cambio ¢.356C>T no esta relacionado con la susceptibilidad
del fenotipo dada su alta frecuencia en la poblacién general, la cual también se evidencio en
el grupo de pacientes analizados. Por su parte la variante ¢.11G>A encontrada en estado

heterocigoto en una de las pacientes analizadas (SJS3), genera una proteina truncada que solo
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conserva 4 de los 145 aminoacidos de la proteina normal. Esta variante ha sido reportada
(rs10181739) con una frecuencia muy baja en las bases de datos poblacionales y alcanza los
valores mas altos en las poblaciones africanas (0.2) (db-SNP database). La paciente que porta
el alelo mutante es de la region de Valledupar, ciudad que es el asentamiento de cerca del 65
% de la poblacion total afrocolombiana del Cesar (PNUD, Colombia 2010). Por esta razon
consideramos el analisis poblacional de la variante en individuos de esta misma region asi
como de personas tratadas con fenitoina (medicamento asociado a SJIS/NET) que no habian
desarrollado la RAM cuténea. Los resultados no indicaron una diferencia significativa entre
la frecuencia alélica o genotipica en el grupo de pacientes y controles. Desde esta perspectiva
poblacional, estos hallazgos estan a favor de la pérdida de asociacion entre la variante y el
fenotipo. Aun asi, la consecuencia severa que se puede atribuir a la mutacion nonsense nos
permite inferir una pérdida en la funcionalidad de la proteina, de esta manera esta mutacion
puede estar contribuyendo a la susceptibilidad del fenotipo de estudio. Dada la naturaleza
poligénica de la respuesta a los medicamentos, en donde se debe considerar las vias
farmacocinéticas y farmacodinamicas, podemos considerar que el desarrollo del fenotipo sea
el resultado del efecto aditivo de polimorfismos genéticos relacionados con las dos vias.
Dado que en el alcance de este trabajo solo se contempl6 la aproximacién gendmica del gen
GNLY, no podemos descartar la presencia de otras variantes en la paciente portadora de la
mutacion ¢.11 A>G que expliquen el desarrollo del fenotipo tipo NET. En este contexto, se
ha descrito que el polimorfismo de CYP2C9*3 es un factor genético relevante y asociado al
desarrollo de SJIS/NET (Chung W et al, 2014). Estudios posteriores podran determinar si la
presencia de mas de una variante de susceptibilidad en los pacientes que desarrollan el
fenotipo explica la presencia de portadores de la variante GNY- c.11G>A expuestos a

medicamentos de riesgo, como la fenitoina y que son sanos. De manera interesante, uno de
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los controles de la ciudad de Valledupar en la que se identificé la variante GNY-c.11G>A
refirid hipersensibilidad a AINES, adenoidectomia y asma. Grigoryev et al 2008, realizo el
andlisis transcriptomico de pacientes asmaéticos a partir de células mononucleares de sangre
periférica e identificd que dentro de los genes diferencialmente desregulados se encontraba
el gen GNLY, con una sobreexpresion de 1.73 veces en el grupo de mujeres analizadas. Este
estudio demostr6 que GNLY es un gen potencialmente asociado al desarrollo de
hipersensibilidad tipo | (asma) y apoya las observaciones de otros autores en cuanto al papel
de la granulisina en fenotipos relacionados con respuestas inmunoldgicas (Krensky et al,
2009; Nagasawa et al, 2014). En consecuencia, las variantes de este gen pueden ser la causa
0 generar la susceptibilidad de estas entidades y podria responder a las manifestaciones
referidas por la muestra control de nuestro estudio que presenta el cambio GNY-c.11G>A.
Consideramos necesario realizar validaciones funcionales In vitro que exploren estas

hipétesis.

Al respecto cabe mencionar que investigadores del CIGGUR han identificado mediante
diferentes andlisis (localizacion subcelular por GFP, Western Blot, Inmunofluorescencia
indirecta) que el alelo GNY-c.11G>A descrito en el presente proyecto traduce a una proteina
de localizacion diferente a la producida por el alelo wild Type (WT), y pretende inferir que
mecanismo molecular explica este hallazgo (ej. reiniciacion de traduccién, readtrought, uso
de sitio no candnico de inicio de traduccion u otro). A pesar que este resultado no esta en el
alcance del presente proyecto, las conclusiones del mismo apoyara desde la perspectiva de la
validacién funcional la hipotesis que considera la susceptibilidad al desarrollo de SIS/INET

en los pacientes portadores de dicha variante.
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En lo concerniente al analisis del promotor del grupo de pacientes analizados, nuestros
hallazgos identificaron 7 variantes. De ellas, 6 correspondieron a cambios puntuales y una
correspondi6 a una delecion de 11pb “ccattaggcaa”. Estimamos que las variantes -1.293
T>G, - 1.213 T>C, - 189 G>T y - 153 G>C no estan relacionadas en la patogénesis de
SJS/NET debido a que se presentan en alta frecuencia en la poblacion general y por lo tanto
se tratan de polimorfismos. Desde esta perspectiva, los cambios -1.457 A>G, -458_447del
y - 1.253 C>T son de mayor interés para nuestros analisis ya que se presentan con frecuencias
alélicas muy bajas o no estan descritas previamente en las bases de datos. Con el objetivo de
inferir una implicacion bioldgica de estas variantes realizamos el anélisis de busqueda de
potenciales factores de transcripcion (FT) que se fijaran de manera especifica en las regiones
del promotor en donde se localizaron dichos cambios. Dando relevancia a las variantes de
interés, identificamos que en la posicion -1253 C>T que es un cambio no reportado y de alta
frecuencia en nuestra poblacién de afectados no se encontrd6 por la herramienta
bioinformatica ningin potencial FT. Por su parte en la region -1457 A>G se encontr6 el FT
SWI/SNF. Para estos factores no hay reportes que indiquen expresion especifica en las
células NK o CTL s (relacionadas con la expresion de granulisina), lo que no nos permite
inferir acerca de la regulacion del promotor del gen GNLY en el contexto del desarrollo de

SJS/NET.

Respecto a la variante - 458 _447del hallada en dos pacientes afectados no relacionados, es
interesante resaltar la potencial unién con los factores de transcripcion CAAT/enhancer
binding protein (C/EBP) épsilon y CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) gamma. A
pesar que la regulacion de la expresion de la granulisina no esta dilucidada, se ha identificado

sitios de unién sobre el promotor del gen GNLY para los factores activator protein-1 (AP-1),
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CCAAT/enhancer binding protein § (C/EBPB) y nuclear factor kappa B (NF-kB) (Yamanaka
et al, 1997; Kida et al, 2001; Kida et al, 2002; Nagasawa et al, 2014). Usando el sistema de
gen reportero en una linea celular de monocitos (THP-1) estimulada con Acholeplasma
laidlawii (A. laidlawii) Kida et al 2002, reportd que dos sitios de union AP-1 y uno de
C/EBPf son importantes para la regulacion de la transcripcion mediante mecanismos
activadores y represores respectivamente (Kida et al, 2002). Los factores de transcripcion
hallados por Genomatix en nuestro estudio pertenecen a la misma familia descrita y validada
por Kida et al 2002, por lo que podemos inferir una potencial accién en la regulacion del
gen GNLY. El hecho que en la localizacion de la delecion hallada en los pacientes esté el sitio
potencial de unién a dichos factores sugerimos una implicacién funcional. Basados en la
accion represora de C/EBP, el posible efecto de la variante de delecion estaria a favor de
una sobreexpresion, lo cual es concordante con lo descrito en estudios de transcriptomica de
pacientes SJS/NET, en las que se ha reportado una expresion diferencial de granulisina 20
veces mayor respecto a los controles (Chung W et al, 2008). Es necesario realizar los test In
Vitro mediante andlisis de genes reporteros de luciferasa para explorar estas hipétesis y asi

realizar la validacion funcional de los hallazgos.

12. Conclusiones

1. El presente trabajo realiz6 por primera vez en pacientes colombianos afectados de
SJS/NET, una aproximacion genomica de GNLY a través del analisis de la region
codificante y promotora del gen.

2. La evaluacion de la region codificante en los pacientes analizados identificoO una
variante nonsense en estado heterocigoto (c. 11G>A, p. Trp4X) que genera un codon

de parada prematuro. La drastica consecuencia del cambio de la variante podria
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sugerir un efecto en la susceptibilidad de SJS/NET, lo cual debe ser validado
mediante estudios funcionales. El hallazgo de esta variante de secuencia en dos
controles no necesariamente descarta su asociacion con el fenotipo de estudio, dada
la naturaleza poligénica de las reacciones adversas cutaneas severas.

El andlisis de la region promotora de GNLY identificO variantes de secuencia
polimérficas y ya reportadas en bases de datos (-1.293 T>G, - 1.213 T>C, - 189 G>T
y - 153 G>C) sobre las cuales estimamos la pérdida de una asociacion con el
desarrollo de SJIS/NET.

En la region promotora de GNLY se identificaron en pacientes SIS/NET 2 cambios
de secuencia propios de la poblacion de estudio y que corresponden a -458 447del y
- 1.253 C>T. El analisis de sitios potenciales de unién para factores de transcripcion
realizado mediante genomatix no identificé ningln factor de unién sobre la posicion
-1253, por lo que no podemos inferir una funcion reguladora en este sitio.

El analisis de genomatix identifico que los factores de transcripcion CAAT/enhancer
binding protein (C/EBP) épsilon y CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP)
gamma pueden potencialmente fijarse en el sitio del promotor de GNLY sobre el cual
fue identificada una delecion de 11 pb (a -458 447del). Esta variante no se ha
reportado en las bases de datos y tampoco se identifico en los controles colombianos
analizados. Se estima que en los pacientes portadores de la delecidén puede darse una
modificacion en la transactivacion de GNLY, lo cual debe ser validado

funcionalmente.
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13. Perspectivas

1. Conlos resultados derivados de este trabajo consideramos necesaria la realizacion
de estudios funcionales (western blot, IFI, localizacion celular, analisis de
apoptosis, entre otras) sobre la variante de la regién codificante c.11G>A, para
dilucidar su potencial efecto patogénico.

2. De la misma manera estimamos importante realizar los estudios de validacion
funcional mediante analisis del gen reportero de Luciferasa para describir el
efecto sobre la transactivacion del gen GNLY relacionados con las modificaciones
de union a factores de transcripcion especificos.

3. Consideramos aumentar el numero de pacientes afectados con el fenotipo SJS,

SJS/INET y NET para realizar analisis ampliados del gen GNLY.
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ANEXO|

COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO
FACULTAD DE MEDICINA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BASICAS
LABORATORIO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA TOMA DE MUESTRAS
BIOLOGICAS CON EL OBJETO DE REALIZAR UN TRABAJO DE
INVESTIGACION
Aproxil i0 icay ica de paci fectados por

g P

d : Hacia la

descripcion de P

Usted (o su pariente) esté invitado a participar en un estudio de investigacion propuesto por
la Unidad de Genética de la Universidad del Rosario - con la participacion de:

Dr. PAUL LAISSUE MD, MSc, PhD: Médico e i igador principal, g
Director Cientifico Unidad de Genética, Universidad del Rosario.

DORA FONSECA MSc: Bitloga y coinvestigadora

JUAN JAIME ATUESTA NEGRET MD. Medico
C i oce! Servicio Centro D

¥ . Buorilh
Federico Lleras Acosta, Bogota

Es muy importante que usted leay entienda clertos puntos importantes en la realizacion de
este estudio:
(a) La participacién en este estudio es totalmente voluntaria.
(b) La de esta il igacion, su p ito, sus limil
i [ idades y cualquier i ion p al do de

SUS riesgos, sus

este, le sera explicada por el equipo de atencion clinica.

(c) Si tiene algin interrogante sobre el estudio por favor no dude en manifestarlo a
alguno de los investigadores, quien con mucho gusto, le contestara sus preguntas.
(d) CONFIDENCIALIDAD: Los registros médicos de ‘cada individuo permaneceran

_ 14. Anexos
14.1 Anexo 1 Aprobacion comité de ética de la Universidad del Rosario
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DE INVESTIGACION AL INDIVIDUO

EXPLICACION DEL PROYECTO
OBJETIVO

Determinar por lécnicas de secuenciacion a gran escala si existe, en pacientes con
Sindrome de Stevens-Johnson-SJS/TI EN (vs controles), una sobre-representacion de
yariantes no-sinénimas en genes candidato que sugieran una asociacion causal. Este
estudio se realizara a partir de la muestra de una muestra de sangre periférica. Ademas, a
partir de una aproximacion transcriptomica de las lesiones cutaneas en pacientes SJS/TEN
(vs controles) se buscara determinar si lexiste una susceptibiidad basal del tejido de
presentar la enfermedad. Esle estudio constituye el primer tamizaje a nivel genémico y
transcriptomico global del SJSITEN medicamentoso que permita una mejor comprension de

los agicos de la

JUSTIFICACION

El Sindrome de Stevens-Johnson puede €omo una er dad grave

por su alta idad. En la lidad, no existen |

predictivos de la enfermedad. Este estudio aportard informacién relevante para la
prension de i genéticos que P! a su aparicion.

PROCEDIMIENTO:

Se realizar una entrevista con usted y s fomara una muestra, con una jeringa desechable,
de aproximadamente 6 ml de sangre & partir de una vena del antebrazo - Durante la misma
consulta un dermatélogo tomara una biopsia de piel del otro antebrazo previa
administracion de anestesia local (xilocaina). En el caso de que se haya reportado durante
la anamnesis antecedentes de alergias a este anestésico se le administrara uno diferente
seglin los protocolos. manejados en estos €asos. En el caso de que sea necesario repetic
los examenes, usted serd nolificado para tomar la(s) muestra(s) nuevamente. Estas

d: uni por personas involucradas.

muestras  seran j y
i en este proyecto y almacenadas en el |aboratorio de biologia molecular y

celular de la Universidad del Rosario. Esta muestra sera rotulada con un codigo que

garantice la confidencialidad de su origen y no seréd trasladada a terceros.

Luego de haber tomado la muestra de sangre y de tejido de cuténeo como se describe
i se 4, enel io de Biologia de Molecular de la Universidad del

Rosario, a procesar las muestras. Este procedimiento consiste en obtener ADN y ARN que

se ulilizara para analizar todas las regiones codificantes de sus genes y la expresion global

en la piel (es decir el “exoma” y el “transcriptoma’).




participe como un control, se Ie entregara el resultado del exoma, el cual no mostrara
ninguna relacion entre con la causa de alguna enfremedad.

AUTORIZACION

La utilizacion de la muestra podria ayudar en el futuro a entender mejor las causas yio el
de la(s) enfe

. Se puede dar el
caso en donde usted y/o su familia no se beneficien directamente de estos estudios. Por lo
tanto, por favor marque su decision con respecto al almacenamiento de la muestra y su
utilizacion en estudios de invesligacion posteriores:

O Deseo que las muestras que me fueron extraidas sean DESECHADAS una vez
completado el estudio.
0 Autorizo conservar las Muestras que me fueron extraidas con la posibilidad de

emplearlas junto con el resultado del estudio , en las situaciones sefialadas
a continuacion:

* En estudios de i i con ofras if

0Si ONo
nacionales y/o internacionales, enviando la muestra al exterior a
el(los) lab: ) de elflos) i antes

* En estudios complementarios de diagnéstico para mi o algin  0Si  ONo
miembro de mi familia

En estudios de investigacion especificos para alguna de las

citadas i siempre y cuando se [Si ONo
conserve en anonimato mis datos de identificacion

En estudios de investigacion interos a la Institucion o que
impliquen ofros centros nacionales/internacionales, siempre y
cuando exista un acuerdo interinstitucional aprobado por el

comité de ética, que garantice el anonimato de mis datos de SR

identificacion,

Dack 5n de C. S -

Lei (0 me fue leido) y he entendido la informacién sobre el estudio "Aproximacién

y ipto de i f por d
medicamentosas cuténeas severas: Hacia la d ion de ‘
"y tuve la idad de hacer y de recibir

para todas elias.

RIESGOS E INCOMODIDADES

La participacion en este estudio representa riesgo minimo para su salud e integridad y las
molestias y efectos adversos estaran representados exclusivamente por las tomas de
muestras referidas en el procedimiento. Algunas molestias pueden ser: enrojecimiento
(hematomas) y/o sensibilidad al tacto en el lugar de donde se extraen las muestras. Sin
embargo, estas seran de manera transitoria. EI posterior analisis de la muestra no implica
riesgo para su salud ni efectos contaminantes para el medio ambiente. La utilizacién del
ADN genémico y el ARN humano no implica a la fecha de hoy ninglin riesgo para el

donante y/o quienes lo manipulan.

BENEFICIOS:
Este estudio permitira en algunos casos explicar el origen genético de la reaccion alérgica a
medicamentos que usted ha sufrido. En este caso, miembros de su familia podrian
beneficiarse del mismo examen con el objetivo de recomendar, si son portadores de
variantes causales, la no-utilizacién del farmaco que indujo la enfermedad en su caso. En el
«caso que usted no haya sufrido de esta enfermedad, es decir que participe como un control,
podra tener acceso al resultado del exoma que puede tener beneficios en el futuro cuando
se i ici a otras Sin embargo en la actualidad dicho

beneficio no es aplicable y su muestra no serd utilizada para tal fin.

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES

Al tomar parte de este estudio es que usted las
responsabilidades y precauciones:

El andlisis genémico a partir de muestras de ADN y ARN humanas no implica riesgos

para el paciente.

MANEJO DE RESULTADOS
Los resultados del estudio se informaran a los participantes de manera oral y escrita. Se
efectuara para tal fin una consulta con los especialistas clinicos y los responsables del
andlisis molecular. Se informara entonces sobre la implicacién de factores genéticos en la
aparicion del sindrome de Stevens-Johnson: A) Las variantes de los genes analizados y/o
su expresion en la piel no estan implicados en la causa de su enfermedad. B) Las variantes

de los genes analizados y/o su expresion en la piel tienen una probabilidad baja de estar
C) Las variantes de los genes analizados y/o su

al origen de su
expresion en la piel tienen una alla probabilidad de estar asociados a la causa de su

enfermedad. En el caso que usted no haya sufrido de esta enfermedad, es decir que

/ Mi participacion es voluntaria en este estudio es totalmente voluntaria

médica futura, por tanto

CLINICO.
Identificacion
Nombre

Firma del Paciente

Identificacio
Nombre L4
Direccién

Teléfono_

Firma Testigo |

Bogota, D.C,

en cualguier momento y por cu:

medica fulura en esta institucién y se

En caso de cuaiquier 'nquietua, sugerencia o deseo de salir del estudio, usted se
puede comunicar directamente con:

PAUL LAISSUE. M.D.PhD. Cra 24N° 63C69. 3474570/ext 266
Dr Alvaro Vélez. Presidente del Comité de Etica en Investigacién. Escuela de
Medicina y Ciencias de la Salud. Tel: 3474570 extensiones 380-249.

> ¥ puedo abandonario |
alquier razén, sin que esta decision afecte mi atencion
me ha dicho que mi decisién no afectara mi atencién
DOY MI CONSENTIMIENTO VOLUNTARIO PARA SER PARTE DE ESTE ESTUDIO
p———
Identificacion
Nombre
"~ Direccién,
. Telefono
!
4
__Firma Testigo Il )
mes do? | del afic
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14.2 Anexo 2 Extraccion de DNA Genomico (PROBE)

Para la extraccion de DNA se utiliza el método PROBE + proteinasa K, método operativo

estandarizado en el laboratorio.

Se toman 6 ml de solucion Buffer de glébulos rojos en un tubo falcén de 15 ml y adicionar
sangre periférica hasta completar con pipeta Pasteur y mezclar hasta lograr la
homogenizacién. Luego se agita fuertemente en una plataforma (shaker) durante 15 minutos
a temperatura ambiente y se centrifuga a 4500 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se descarta el

sobrenadante por inversion y se conserva el pellet.

Se realiza segundo lavado con 3 ml de la solucién de lisis de glébulos rojos y se mezcla
vigorosamente el pellet en vortex y se centrifuga nuevamente a 4500 rpm durante 10 minutos
a 4°C, descartando el sobrenadante por inversion. Se adiciona 4 ml de buffer de lisis celular
y se realiza vortex por 5 minutos, hasta la completa homogenizacion. Se adiciona 10 pl de
solucion de proteinasa K a la muestra y mezclar con el vortex. Posteriormente se incuba por

4 horas a 56°C en bafo maria.

Se adiciona 800 pl de solucion precipitante de proteinas, mezclar atreves de vortex dejar a

4°C por 5 minutos y centrifugar a 4500 rpm durante 20min a 4°C.

Transferir por inversion el sobrenadante a un tubo falcon de 15 ml que contenga 3 ml de
isopropanolol frio a (99%) y mezclar cuidadosamente por inversion hasta visualizar la mota
de ADN, se pesca con pipeta o punta de micropipeta y se transfiere a tubo eppendorf.

Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos. Dejar secara temperatura ambiente por una hora
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para eliminar trazas de alcoholes. Agregar 200 ul de Buffer TE 1X al pellet de ADN obtenido.

Incubar DNA en nevera a 4°C durante la noche, cuantificar y almacenar a -20°C.
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